Identifizierung und Kartierung von nukleären Import- und Exportsignalmotiven innerhalb des Y-box-bindenden Proteins-1 (YB-1) by Kuhl, Vanessa Alice
  
 
 
 
 
 
 
Identifizierung und Kartierung von nukleären Import- und 
Exportsignalmotiven 
innerhalb des Y-box bindenden Proteins-1 (YB-1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
von 
Vanessa Alice Kuhl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Identifizierung und Kartierung von nukleären Import- und 
Exportsignalmotiven 
innerhalb des Y-box bindenden Proteins-1 (YB-1) 
 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule 
Aachen zur Erlangung des akademischen Grades einer Doktorin der Medizin genehmigte 
Dissertation 
 
 
vorgelegt von 
Vanessa Alice Kuhl 
aus Hagen 
 
 
 
Berichter: Herr Professor 
  Dr. med. Peter René Mertens 
 
  Herr Universitätsprofessor 
  Dr. med. Joachim Weis 
 
 
Tag der Prüfung: 1. September 2008 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
... jeder Anfang hat ein Ende; fügt man jeden Tag 
ein Stück Arbeit an das andere, kommen 
schließlich alle Anfänge zu ihrem Abschluß. 
Samuel J. Agnon 
 
 
Inhaltverzeichnis                                                                                                                    1 
1    EINLEITUNG 4 
1.1 Das Y-box Protein-1 (YB-1) 4 
1.1.1 Die Kälteschock- und die Y-box Proteinfamilie 4 
1.1.2 Struktureller Aufbau des Y-box Proteins-1 (YB-1) 5 
1.1.3 YB-1 als DNA-bindendes Protein 6 
1.1.4 YB-1 als RNA-bindendes Protein 8 
1.1.5 Interaktionspartner von YB-1 10 
1.2 Nukleärer Transport 11 
1.2.1 Grundprinzipien des intrazellulären Transports 11 
1.2.2 Der nukleäre Import von Proteinen und nukleäre Importsignale (NLS) 12 
1.2.3 Der nukleäre Export und Exportsignale (NES) 16 
1.2.4 Regulation des nukleären Imports und Exports von Proteinen 18 
1.2.5 Intrazelluläre Lokalisation von YB-1 20 
 
1.3 Mögliche Beeinflussung der subzellulären Lokalisation von YB-1 24 
1.3.1 PDGF-BB 24 
1.3.2 Aldosteron 25 
1.3.3 Thrombin 25 
1.3.4 Hypoxie 26 
1.3.5 Zellzyklus, Zellzyklusregulatoren und Apoptose 27 
 
1.4 Ziel der Arbeit 28 
2    MATERIAL UND METHODEN 29 
2.1 Material 29 
2.1.1 Zellkultur 29 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 29 
2.1.3 Geräte 30 
2.1.4 Puffer und Lösungen 31 
2.1.5 Kommerzielle Kits 32 
2.1.6 Enzyme 33 
Inhaltverzeichnis                                                                                                                    2 
2.1.7 Zelllinien/ Bakterien 33 
2.1.8 Antikörper 33 
2.1.9 Herstellung transformationskompetenter E. coli Top 10 F-Bakterien  33 
2.1.10 Plasmide/ Primer/ Oligonukleotide  34 
 
2.2 Experimentelle Methoden 34 
2.2.1 Zellkultur 34 
2.2.2 Transiente Transfektion mit Fugene-6 Transfection Reagent 35 
2.2.3 Transfektion mit Calciumphosphat 36 
2.2.4 Fixierung und Gegenfärbung der transfizierten Zellen mit Propidiumjodid 37 
2.2.5 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie 37 
2.2.6 Zellzyklusinhibitoren 37 
2.2.7 Zell-Stimulation mit Thrombin, PDGF-B, Aldosteron 38 
2.2.8 Herstellung von Konstrukten mittels PCR, die potentielle NES enthalten 39 
2.2.9 PCR von GC-reichen DNA Sequenzen 43 
2.2.10 Herstellung von Plasmid-Konstrukten, die potentielle NLS enthalten 44 
2.2.11 Herstellung von Plasmid-Konstrukten, die potentielle nukleäre Exportsignale  
(NES) enthalten 45 
2.2.12 Herstellung von Konstrukten, die das Spaltfragment P 220-317 enthalten 46 
2.2.13 Mutationen 46 
2.2.14 Western Blot 47 
2.2.15 Immunfluoreszenz 49 
2.2.16 Zelllysate 49 
2.2.17 Luziferase 51 
3    ERGEBNISSE 52 
3.1 Subzelluläre Lokalisation von Volllängen-YB-1 Protein und verschiedenen 
Proteindomänen in proliferierenden Rattenmesangialzellen 52 
3.1.1 Feinkartierung möglicher NES- und NLS-Motive innerhalb des  
                  YB-1 Proteins 53 
3.1.2 Ko-Lokalisation des Konstruktes 52-101 mit α-smooth-muscle Aktin 58 
3.1.3 Mutationsanalyse der NLS 276-292 zur Bestimmung minimal erforderlicher  
      Aminosäuren und der Zusammensetzung des bipartiten Motivs   59 
Inhaltverzeichnis                                                                                                                    3 
3.1.4 Funktionsnachweis der bipartiten NLS 276-292 im Spaltfragment P 220-317 
   62 
 
3.2 Einfluss von Zellzyklusinhibitoren, PDGF-B, Thrombin, Aldosteron, 
Angiotensin und Hypoxie auf die subzelluläre Lokalisation von YB-1 in 
Rattenmesangial- und HeLa-Zellen  65 
3.2.1 PDGF-BB  65 
3.2.2. Thrombin 66 
3.2.3 Aldosteron und Angiotensin II 68 
3.2.4 Hypoxie 71 
3.2.5 Zellzyklusinhibitoren  74 
4     DISKUSSION 75 
5     ZUSAMMENFASSUNG 83 
6     LITERATURVERZEICHNIS 85 
7     ANHANG 95 
7.1 Grundlegende Methoden 95 
7.1.1 Methoden für Bakterien 95 
7.1.2 Methoden für DNA 95 
7.1.3 Methoden für Proteine 97 
7.2 Anmerkung 97 
7.3 Abkürzungen 98 
7.4 Danksagung 103 
7.5 Erklärung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung 105 
7.6 Lebenslauf 106 
 
 
Einleitung                                                                                                                             4 
1 Einleitung 
1.1 Das Y-box Protein 1 
1.1.1 Die Kälteschock- und die Y-box Protein-Familie 
Die sogenannten Kälteschock-Proteine (cold shock proteins) sind Mitglieder einer 
Proteinfamilie, die erstmals in Bakterien gefunden wurde. Die Expression dieser Proteine 
wird beim Abkühlen des Wachstumsmediums von 37°C auf 10°C in Bakterien 
hochreguliert. Hieran beteiligt ist z.B. das major cold shock Protein CS 7.4 in E. coli, 
welches die Wachstumsphase durch Transaktivierung von 10-15 verschiedenen Zielgenen 
einleitet (Jones, VanBogelen et al. 1987).  
Eine 80 Aminosäuren umfassende hoch konservierte Domäne, cold shock Domäne (CSD) 
genannt, ist allen Mitgliedern der Proteinfamilie gemeinsam (Wolffe, Tafuri et al. 1992). 
Die Homologie zwischen dem bakteriellen Protein CS 7.4 und den cold shock Proteinen 
von Vertebraten innerhalb dieser Domäne beträgt 44 % auf Proteinebene und 70 % auf 
Nukleotidebene (Tafuri and Wolffe 1990). Mittels Kernspin-Resonanz-Spektroskopie und 
Röntgenstrahlen-Strukturanalyse konnte gezeigt werden, dass diese Domäne aus fünf 
antiparallel angeordneten β-Strängen besteht, die einen β-barrel und ein dreisträngiges β-
Faltblattformen (Schnuchel, 1993, Kloks, 2002). 
Das Y-box Protein 1 (YB-1) gehört dieser phylogenetisch konservierten Kälteschock 
Proteinfamilie an. Die eukaryoten Y-box Proteine wurden erstmals über ihre Interaktionen 
mit der Y-box bzw. inversen CCAAT-Sequenz charakterisiert (Didier, Schiffenbauer et al. 
1988, Tafuri, 1990). Verschiedene Studien zeigten, dass YB-1 nicht nur doppelsträngige 
sondern auch einzelsträngige DNA (Kolluri, Torrey et al. 1992, Wolffe, 1992) und mRNA 
binden kann (Murray, Schiller et al. 1992; Tafuri and Wolffe 1993). 
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1.1.2 Struktureller Aufbau des Y-box Proteins-1 (YB-1) 
Y-box Proteine weisen drei verschiedene Domänen auf: neben der cold shock Domäne 
(CSD) weist YB-1 eine N-terminal gelegene Alanin-/Glycin-/Prolin-reiche Region, sowie 
im C-Terminus eine Domäne mit alternierend basischen bzw. sauren Aminosäuren auf. 
Während die Funktion der N-terminalen Region weitgehend unbekannt ist, dient der C-
Terminus der RNA-Bindung und Proteininteraktion (Ozer, Strelkauskas et al. 1979; 
Wolffe, Tafuri et al. 1992; Kloks, Spronk et al. 2002). Dies wird durch die etwa 30 
Aminosäuren umfassenden alternierenden Sequenzen basischer und saurer Aminosäuren 
ermöglicht, die vorwiegend argininreiche RNA-Bindungsmotive (ARM) enthalten 
(Calnan, Tidor et al. 1991; Kloks, Spronk et al. 2002). ARM werden von diversen RNA-
bindenden Proteinen zur Erkennung spezifischer RNA hairpins genutzt. Diese Motive sind 
außerdem in Ribosomen, HIV-1 Rev, dem bovinen Immundefizienzvirus Tat und anderen 
Mitgliedern der Y-box Proteinfamilie zu finden (Tan, Chen et al. 1993; Tan and Frankel 
1995). Auf Grund der Ladungsverteilung wird der C-Terminus auch als charged zipper 
bezeichnet. Über diese Region kann YB-1 auch Multimere bilden (Izumi, Imamura et al. 
2001). 
Bei der cold shock Domäne handelt es sich um eine hochkonservierte Domäne, die 
innerhalb der Y-box Proteinfamilie eine 93 %ige Sequenzhomologie aufweist (Ladomery 
and Sommerville 1994) und in Form eines antiparallelen β-Stranges vorliegt. Des Weiteren 
enthält sie zwei Homologe eines RNA-Bindungs-Motifs: RNP-1 und RNP-2, die acht 
Aminosäuren umfassen. Hierüber kann YB-1 vermutlich mit anderen Nukleinsäuren 
interagieren (Landsman 1992; Graumann and Marahiel 1996; Kloks, Spronk et al. 2002). 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der YB-1-Proteindomänen 
YB-1 weist eine zentral lokalisierte cold shock Domäne (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven (RNP-1, 
RNP-2) auf. Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Glycin-reichen Region und im C-Terminus von 
einer als charged zipper bezeichneten Domäne, die alternierend basische (+) und saure (-) Aminosäuren und 
Arginin-reiche Motive (ARM) enthält. 
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1.1.3 YB-1 als DNA-bindendes Protein 
Ursprünglich wurde YB-1 als ein an die Y-box im Promotorbereich des major 
histocompatibility complex (MHC) Klasse II-Gens bindendes Protein entdeckt, das die 
Gen-Transkription reprimiert (Didier, Schiffenbauer et al. 1988). Die Y-box (inverse 
CCAAT-Sequenz) wurde lange Zeit als minimales Bindungsmotiv für YB-1 angesehen 
(Tafuri and Wolffe 1990). Nachfolgende Studien zeigten für YB-1 ein komplexes 
Bindungsverhalten: YB-1 bindet mit unterschiedlicher Affinität an verschiedene CCAAT-
Boxen. Am stärksten bindet es an die Y-box des MHC II-Gens, wohingegen an die 
CCAAT-Box des humanen Thymidinkinase-Gens keine Bindung erfolgt (Gai, Lipson et al. 
1992). Die CCAAT-Box stellt somit zwar ein präferentielles, aber kein hinreichendes oder 
minimales Bindungsmotiv für YB-1 dar. Außerdem spielen benachbarte Sequenzen für die 
Bindungsaffinität eine entscheidende Rolle.  
Einiges deutet darauf hin, dass die DNA-Sekundärstruktur das Bindungsverhalten von 
YB-1 beeinflusst. Berechnungen der Tertiärstruktur des bakteriellen CspB-
Bindungsmotivs durch Schindelin et al. (Schindelin, Jiang et al. 1994) ergaben eine stem-
loop-Struktur der DNA. Bei dieser DNA-Struktur bilden die Basen des gleichen Stranges 
Wasserstoffbrückenbindungen (stem), während die dazwischenliegende Sequenz sich zu 
einer verbindenden Schleife (loop) formt. Für YB-1 konnte gezeigt werden, dass es solche 
einzelsträngigen DNA-Abschnitte induzieren und stabilisieren kann (Schindelin, Jiang et 
al. 1994; MacDonald, Itoh-Lindstrom et al. 1995; Mertens, Alfonso-Jaume et al. 1998; 
Norman, Lindahl et al. 2001). MacDonald et al. (1995) stellten die Hypothese auf, dass 
eine durch YB-1 induzierte Konformationsänderung im Bereich des MHC Klasse II-Gens 
die Anlagerung aktivierender Transkriptionsfaktoren an ihre Bindungsstellen verhindert 
und somit ein reprimierender Effekt vermittelt wird. Umgekehrt könnte eine solche durch 
YB-1 induzierte Konformationsänderung eine Bindung von anderen 
Transkriptionsfaktoren erleichtern, wie es für das Gen der matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2) beschrieben wurde (Mertens, Alfonso-Jaume et al. 1998). 
Neben der Anlagerung von YB-1 an doppelsträngige DNA im Promotorbereich von Genen 
konnte gezeigt werden, dass YB-1 einzelsträngige (Izumi, Imamura et al. 2001) und 
Cisplatin-modifizierte DNA (Ise, Nagatani et al. 1999) erkennt und spezifisch bindet. 
Zusammenfassend kann YB-1 eine Veränderung der DNA-Sekundärstruktur hervorrufen. 
YB-1 vermag zellspezifisch Gene zu aktivieren oder zu reprimieren, wie es z.B. für das 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor Gen (GM-CSF Gen) (Coles, Diamond 
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et al. 1996; Diamond, Shannon et al. 2001) und das MMP-2-Gen (Mertens, Alfonso-Jaume 
et al. 1998) gezeigt wurde. 
Zielgene von YB-1 werden insbesondere im Rahmen einer gesteigerten Zellproliferation 
sowie Entzündungs- und Stressreaktionen hochreguliert. Nachfolgend sind von YB-1 
regulierte Gene zusammengefasst: 
 
Zielgen    Regulation     Referenz___________ 
  
Zytokine, Chemokine und Rezeptoren  
PDGF-B    ⇑       (Stenina, Poptic et al. 2000) 
RANTES    ⇑   (Mertens et al., unpubliziert) 
IFN-α und -β    ⇓   (Yan and Tamm 1991) 
GM-CSF   ⇓⇑   (Coles, 1996) 
      (Diamond, Shannon et al. 2001) 
Thyrotropinrezeptor   ⇓   (Ohmori, Shimura et al. 1996) 
 
Signaltransduktion 
Smad 7   ⇑   (Dooley, Said et al. 2006) 
PTP1B   ⇑   (Fukada and Tonks 2003) 
 
Matrix- und Matrix-degradierende Proteine 
Gelatinase A (MMP-2)   ⇓⇑   (Mertens, Harendza et al. 1997) 
Kollagen Typ I(α1)   ⇓   (Norman, Lindahl et al. 2001) 
Kollagen Typ I(α2)   ⇓   (Higashi, Inagaki et al. 2003) 
 
Antigenpräsentation 
HLA-Klasse II    ⇓   (Didier, Schiffenbauer et al. 1988) 
 
Proliferation 
DNA-Polymerase-α   ⇑   (En-Nia, Yilmaz et al. 2005) 
c-myc     ⇓   (Chernukhin, Shamsuddin et al. 2000) 
 
Transportproteine, Detoxifikation 
mdr-1     ⇑   (Bargou, Jurchott et al. 1997) 
mrp1     ⇑   (Chansky, Hu et al. 2001) 
mrp2     ⇓   (Kauffmann, Vorderstemann et al. 
2001) 
grp78     ⇓   (Li, Hsiung et al. 1997) 
 
Strukturproteine und andere 
Myosin light-chain 2v    ⇑   (Zou, Evans et al. 1997) 
Hühner α-Globin    ⇓   (Knezetic and Felsenfeld 1993) 
SMαA     ⇓   (Zhang, Liu et al. 2005) 
 
Virale Promotoren 
RSV     ⇑   (Swamynathan, Nambiar et al. 1997) 
HTLV-1    ⇑   (Kashanchi, Duvall et al. 1994) 
HIV     ⇑   (Ansari, Safak et al. 1999) 
JC Polyomavirus    ⇑   (Safak, Gallia et al. 1999) 
 
Tabelle 1: Zielgene von YB-1 
Aufgeführt sind von YB-1 regulierte Gene. Die Pfeile zeigen, ob die Expression des entsprechenden Proteins 
durch YB-1 hoch- bzw. herunterreguliert wird 
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Möglicherweise stellt YB-1 ein zentrales Protein für die Koordinierung der zellulären 
Stress-Antwort dar. Ohga et al. (Ohga, Koike et al. 1996) konnten eine verminderte 
Sensitivität von YB-1 überexprimierenden Zellen gegenüber einer Cisplatin-Behandlung 
nachweisen. Ein möglicher Grund hierfür könnte die Interaktion von YB-1 mit der 
humanen Endonuklease III (Marenstein, Ocampo et al. 2001) sein, die im Rahmen dieser 
Interaktion eine erhöhte Aktivität zeigt. Sie ist für die Exzision von modifizierten Basen 
aus der DNA verantwortlich.  
 
 
1.1.4 YB-1 als RNA-bindendes Protein 
Neben einer Interaktion mit DNA ist für cold shock Proteine sowohl eine Sequenz-
spezifische als auch eine -unspezifische Bindung an RNA beschrieben. Für die Interaktion 
von Y-box Proteinen mit RNA konnten zwei Domänen verantwortlich gemacht werden: 
eine schwache und unspezifische RNA-Bindung kann über die Multimerisierungsdomäne 
innerhalb des C-Terminus, eine sequenzspezifische RNA-Bindung über die cold shock 
Domäne eingegangen werden (Ladomery and Sommerville 1994). Bouvet et al. definierten 
für die Xenopus cold shock Domänen-Proteine FRGY1 und -2 die 
Nukleotidbindungssequenz AACAUG (Bouvet, Matsumoto et al. 1995). 
Ferner ist YB-1 Hauptbestandteil der zytoplasmatisch lokalisierten Ribonukleoprotein 
(RNPs)-Komplexe (Evdokimova, Ruzanov et al. 2001), die für die mRNA-Speicherung bis 
zum Zeitpunkt der Translation verantwortlich sind. Diese Protein-RNA-Komplexe stellen 
einen wichtigen Regulationsmechanismus der mRNA-Translation dar. In niedrigen 
Konzentrationen destabilisiert YB-1 die RNA Sekundärstruktur, ähnlich der Funktion des 
bakteriellen „Kälteschockproteins“ CspA (Jiang, Hou et al. 1997). In Form dieser 
destabilisierten Sekundärstruktur wird die mRNA für die 60S-Unterheit der Ribosomen 
leichter zugänglich (Matsumoto and Wolffe 1998), sodass folglich YB-1 in niedrigen 
Konzentrationen die RNA-Translation stimuliert (Evdokimova, Kovrigina et al. 1998). Im 
Gegensatz hierzu wird bei einer hohen zytosolischen YB-1 Konzentration die Translation 
durch Maskierung der mRNA gehemmt (Davydova, Evdokimova et al. 1997; Jiang, Hou et 
al. 1997; Evdokimova, Kovrigina et al. 1998). 
Neben der Translationsregulation vermag YB-1 einen Einfluss auf die mRNA Stabilität 
auszuüben: Chen et al. (2000) zeigten, dass YB-1 und Nukleolin über Bindung an ein 
Sequenzmotiv in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) die Interleukin-2 mRNA 
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stabilisieren (Chen, Gherzi et al. 2000). Die GM-CSF mRNA wird über eine Anlagerung 
von YB-1 an ein A/U-reiches Element innerhalb der 3’-UTR in aktivierten eosinophilen 
Granulozyten stabilisiert (Capowski, Esnault et al. 2001). Evdokimova et al. (2001) wiesen 
einen Effekt von YB-1 auf die mRNA-Stabilität über eine Sequenz-unspezifische Bindung 
an die Cap-Struktur am 5’-Ende der mRNA nach (Evdokimova, Ruzanov et al. 2001). 
Dieser Effekt ist abhängig von einer korrekten 5’-Cap-Ausbildung, d.h. eine verkürzte 
mRNA wird nicht translatiert sondern beschleunigt degradiert, ohne dass es zur Expression 
von Deletionsproteinen kommt. 
Neben der YB-1 Bindung an mRNA weisen neuere Ergebnisse auf eine im Nukleus 
stattfindende Interaktion zwischen YB-1 und prä-mRNA mit nachfolgender Änderung des 
Spleißmusters hin. Stickeler et al. (2001) fanden heraus, dass YB-1 an einen exonic 
splicing enhancer (ESE) in der prä-mRNA von CD44 bindet (Stickeler, Fraser et al. 2001). 
Diese Region weist eine A/C-reiche Sequenz innerhalb des vierten variablen Exons auf. 
Nach YB-1-Bindung kommt es zum Einschluss dieses variablen Exons. Der Mechanismus 
dieses Prozesses ist derzeit nicht geklärt. 
Chansky et al. (2001) konnten eine Interaktion von YB-1 mit dem translocation 
liposarcoma protein TLS zeigen, welches die RNA-Polymerase II rekrutiert und das prä-
mRNA-Spleißen beeinflusst (Chansky, Hu et al. 2001). Bezüglich des Spleißens ist 
außerdem eine Interaktion von YB-1 mit SRp30c durch Raffetseder et al. (2003) 
beschrieben worden, auf die später noch eingegangen werden soll (Raffetseder, Frye et al. 
2003). 
Zusammenfassend greift YB-1 in die Bereiche der Transkriptionsregulation, des RNA-
processing, der RNA-Speicherung bis hin zur Aktivierung bzw. Reprimierung der 
Translation ein.  
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1.1.5 Interaktionspartner von YB-1  
Die vielfältigen, zum Teil gegensätzlichen Funktionen von YB-1 werden durch 
Proteininteraktionen ermöglicht, die sowohl im nukleären wie im zytoplasmatischen 
Kompartiment auftreten. Die nachfolgende Tabelle gibt eine Übersicht über einige 
beschriebene Interaktionspartner von YB-1: 
 
Interaktionspartner Relevanz der Interaktion 
Akt 
(Sutherland, Kucab et al. 2005) 
(Basaki, Hosoi et al. 2007) 
Akt bindet an YB-1 und phosphoryliert die cold shock Domäne an 
Serin 102. 
Akt induziert die Translokation von YB-1 in den Nukleus und die 
Expression von drug-resistence genes, insbesondere in Ovarial-
tumorzellen. 
Aktin  
(Ruzanov, Evdokimova et al. 1999) 
YB-1 kann die mRNA Bindung an das Aktinnetzwerk der Zelle 
regulieren und somit die Translation beeinflussen. 
AP-2 (activator protein 2) 
(Mertens, Alfonso-Jaume et al. 1998) 
AP-2 und YB-1 aktivieren synergistisch die Transkription des 
MMP-2-Gens. 
Casein kinase II 
(Skabkin, Evdokimova et al. 2001) 
Innerhalb YB-1s sind Phosphorylierungsstellen für die 
Kaseinkinase II lokalisiert.  
CTCF (multivalentes Zink-Finger 
Protein)  
(Chernukhin, Shamsuddin et al. 2000) 
Eine YB-1- und CTCF- Ko-Expression führt zu einer gesteigerten 
Repression des c-myc Onkogen-Promotors, ohne dass YB-1 
alleine einen reprimierenden Effekt hat. 
EGFR 
(epidermal growth factor receptor) 
(Berquin, Pang et al. 2005) 
YB-1 führt zur Überexpression und Aktivierung von EGFR und 
zur EGF-unabhängigen Proliferation in humanen 
Brustepithelzellen (HMEC) 
hnRNP K  
(Heterogenes nukleäres 
Ribonukleoprotein K) 
(Shnyreva, Schullery et al. 2000) 
Über die Interaktion mit hnRNP K vermag YB-1 einen Einfluss 
auf RNA-Export und RNA-Verarbeitung im Zytoplasma 
auszuüben. 
Humane Endonuklease III 
(Marenstein, Ocampo et al. 2001) 
YB-1 steigert die Aktivität der humanen Endonuklease III, einem 
Enzym, dass die Exzision mutierter Basen initiiert. 
JC virus late regulatory Agnoprotein 
(Safak, Sadowska et al. 2002) 
Das virale Agnoprotein ist in der Lage, über eine direkte 
Interaktion mit YB-1 dessen Effekte auf die virale Gen-
Transkription zu reprimieren. 
Nm23-β (Tumor metastasis suppressor) 
(Cheng, Alfonso-Jaume et al. 2002) 
Nm23-β und YB-1 konkurrieren um die Bindung an die RE-1 
Sequenz und inhibieren somit die Transkription des Gelatinase A 
Gens. 
Nukleolin  
(Chen, Gherzi et al. 2000) 
Nukleolin und YB-1 stabilisieren gemeinsam die mRNA von 
Interleukin-2 durch Bindung innerhalb der 5’-untranslatierten 
Region (UTR). 
p53  
(Mertens, Steinmann et al. 2002) 
p53 und YB-1 interagieren über 3 unterschiedliche Domänen von 
YB-1. p53 benötigt YB-1 zur Aktivierung des p21 Gens. YB-1, 
AP-2 und p53 bilden einen Komplex im Bereich des Gelatinase A 
Promotors, der in neoplastischen Zellen zu einer 
Aktivitätssteigerung führt. 
Pur α  
(Ansari, Safak et al. 1999) 
YB-1 und Pur α interagieren DNA-unabhängig. Sie beeinflussen 
gegenseitig ihre Bindung im Bereich des humanen JC-Virus- 
Promotors und stimulieren synergistisch die virale Genom-
Transkription. 
Pur β 
(Kelm, Elder et al. 1999) 
(Carlini, Getz et al. 2002) 
YB-1/MSY-1 und Pur α, Pur β verringern die Genexpression von 
SmαA. 
p300/Smad3 
(Dooley, 2005) 
YB-1 kann die Kollagenexpression negativ regulieren, 
indem es mit p300/Smad3 interagiert, wodurch der stimulierende 
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(Higashi, Inagaki et al. 2003) Effekt von TGF-β verhindert wird. 
RelA (p65)  
(Raj, Safak et al. 1996) 
YB-1 interagiert direkt mit der p65-Untereinheit von NF-kappaB 
und erhöht dessen Affinität für die NF-kappaB Bindungsstelle im 
viralen JC late promoter mit einem synergistischen Effekt auf die 
Transkription.  
SRp30c 
(member of Serine-Rich Proteinfamily) 
(Raffetseder, Frye et al. 2003) 
Der splicing factor SRp30c bindet an zytoplasmatisch gelegenes 
YB-1 und überführt es in den Zellkern 
T-Antigen des humanen Polyomavirus 
JC  
(Ansari, Safak et al. 1999) 
Die Interaktion von YB-1 und dem viralen JC-T-Antigen 
transaktiviert synergistisch den viralen late promoter. Ferner 
erleichtert YB-1 die Repression des viralen early promoters durch 
das T-Antigen. 
TLS  
(translocation liposarcoma protein)  
(Chansky, Hu et al. 2001) 
Über eine Interaktion mit TLS wird YB-1 an die RNA-
Polymerase II rekrutiert und beeinflusst so das Spleißen. 
VEGF 
(vascular endothelial growth factor) 
(Coles, Bartley et al. 2004)  
VEGF bindet an die cold shock Domäne (CSD) und vermittelt so 
mRNA Stabilität 
ZO-1  
(Zona occludens Protein-1)  
(Balda and Matter 2000) 
YB-1 reprimiert den c-erb-Promotor. Bei Ausbildung von Zell-
Adhäsionen mit Expression von ZO-1 wird YB-1 an die ZO-1-
Moleküle rekrutiert und der inhibitorische Effekt auf die c-erb-
Expression aufgehoben. 
 
Tabelle 2: Interaktionspartner von YB-1 
Aufgelistet sind Proteine, die eine Interaktion mit YB-1 eingehen und die daraus resultierenden Funktionen. 
 
1.2 Intrazellulärer Transport 
1.2.1 Grundprinzipien des intrazellulären Transports 
Innerhalb der Zelle müssen viele Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren ihre 
intrazelluläre Lokalisation wechseln. Hierbei spielen der passive Transport kleiner 
Moleküle (<40-60 kDa), als auch der aktive Transport großer Moleküle eine Rolle. Kleine 
Moleküle, wie Ionen und Metabolite, können passiv entlang ihres 
Konzentrationssgradienten über sogenannte aqueous channels (ca. 10 nm Durchmesser) in 
den Zellkern diffundieren (Yoneda, Hieda et al. 1999), wohingegen größere Moleküle 
aktiv über den nukleäre Poren-Komplexe (NPC) transportiert werden (Yoneda 2000). Die 
Doppelmembran der Kernhülle ist über diese NPC, die einer Größe von etwa 125 MDa 
entsprechen, penetrierbar. Hierbei kann eine Transportrate in einer Größenordnung von 
100-1000 Cargos pro Minute pro NPC erreicht werden (Stewart 2007). Der NPC wird aus 
30-50 verschiedenen Proteinen, den Nukleoporinen, gebildet. Diese sind durch ein sich 
wiederholendes Phenylalanin-Glycin (Phe-Gly) Motiv charakterisiert (Lyman, Guan et al. 
2002). 
Der aktive Transport großer Moleküle wird durch spezifische Aminosäuresequenzen 
vermittelt, welche als nukleäre Importsignale (NLS) bzw. nukleäre Exportsignale (NES) 
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bezeichnet werden. Proteine, die diese Motive enthalten, werden von löslichen 
Transportfaktoren, den Importinen (Karyopherinen) bzw. Exportinen, die mit dem NPC 
direkt interagieren können, gebunden. Die Interaktion der Importine und Exportine mit den 
Transportsubstraten sowie die Direktionalität des Transports wird über die GTPase Ran, 
die 1993 identifiziert wurde (Melchior, Paschal et al. 1993; Moore and Blobel 1993; 
Kuersten, Ohno et al. 2001), reguliert. Ran ist ein Protein, das im Nukleus an GTP und im 
Zytoplasma an GDP gebunden vorliegt. Hierbei werden die löslichen Transportfaktoren 
wieder verwertet (Jakel and Gorlich 1998; Gorlich and Kutay 1999). 
Weiterhin ist am zytoplasmatischen Transport von Proteinen das Zytoskelett und daran 
gebundene Motorproteine beteiligt (Hirokawa, Noda et al. 1998). So findet entlang der 
Mikrotubuli der Vesikeltransport statt. Es gibt aber auch Hinweise auf molekularen 
Transport entlang des Zytoskeletts: Aktin und Mikrotubuli sind am Transport von mRNA 
nach dem Export in das Zytoplasma zuständig (Salman, Abu-Arish et al. 2005). In 
umgekehrter Richtung bewegen sich einige Viren wie das Herpes simplex Virus-1, das 
Parvovirus oder das HI-Virus (McDonald, Vodicka et al. 2002) entlang der Mikrotubuli, 
um ihr Genom durch die Kernporen in den Zellkern einzuschleusen. Das Besondere an den 
Mikrotubuli ist, dass ihr „Minus-Ende“ in der Nähe des Zellkerns entspringt, während das 
„Plus-Ende“ Richtung Zellperipherie gewandt ist. Dyneine sind richtungsspezifische 
Motorproteine mit ATPase-Funktion, die die Beförderung entlang der Mikrotubuli 
gewährleisten. Salman et al. stellten die Hypothese auf, dass die Anwesenheit einer NLS 
ausreicht, um den Dynein-abhängigen Transport entlang Mikrotubuli zu induzieren 
(Salman, Abu-Arish et al. 2005).  
 
1.2.2 Der nukleäre Import von Proteinen und nukleäre Importsignale (NLS) 
Der Prozess des nukleären Imports von Proteinen kann in verschiedene Phasen unterteilt 
werden:  
1. Erkennung des Transportsubstrates im Zytoplasma 
2. Bindung an den nukleären Porenkomplex (NPC) 
3. Translokation durch den NPC  
4. Freigabe des Transportsubstrates im Zellkern 
5. Recycling der am Transport beteiligten Faktoren bzw. Rückdiffusion der am 
Transport beteiligten Proteine ins Zytoplasma 
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Proteine, die in den Zellkern transportiert werden, enthalten oftmals eine spezifische 
Sequenz in ihrer Primärstruktur, die für diese Funktion zuständig ist. Diese Sequenz ist 
sowohl reich an Lysinen und Argininen als auch an Serinen und Prolinen (Bickmore and 
Sutherland 2002). Das erste nukleäre Lokalisationssignal (NLS) wurde 1984 in dem 
Simian Virus 40 T-Antigen beschrieben. Sie besteht aus einer Lysin-reichen Sequenz 
(PKKKRKV), deren unterstrichene Aminosäuren essentiell für die Funktion sind 
(Kalderon, Roberts et al. 1984). Eine weitere gut charakterisierte NLS besteht aus zwei 
Lysin-reichen Strukturelementen und einem dazwischenliegenden Überbrückungselement. 
Sie wurde als bipartite NLS erstmalig im Nukleoplasmin beschrieben (Robbins, Dilworth 
et al. 1991). Diese Lysin-reichen NLS werden als „klassische NLS“ bezeichnet (Robbins, 
Dilworth et al. 1991; LaCasse and Lefebvre 1995). Im Gegensatz dazu wurden auch „nicht 
klassische“, das heißt nicht Lysin-reiche NLS Sequenzen beschrieben (Nigg 1997; Jakel 
and Gorlich 1998), wie z.B. die als M9 bekannte NLS in dem heteronukleären RNA-
bindenden Protein hnRNPA1, welche reich an Glycin und aromatischen Aminosäuren ist. 
Diese Domäne beeinflusst neben dem Import auch den Export des Proteins (Siomi and 
Dreyfuss 1995). Eine Übersicht über verschiedene Proteine und ihre NLS gibt Tabelle 3 
wieder. 
 
Protein NLS Referenz 
ErbB2 KRRQQKIRKYTMRR (Chen, Chen et al. 2005) 
hnRNPA1 GNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPY
GGGGQYFAKPRNQGGY 
(Siomi and Dreyfuss 1995) 
Nukleoplasmin KRPAAIKKAGQAKKKK (Robbins, Dilworth et al. 1991) 
p53 PQPKKKP (Yoneda, Hieda et al. 1999)  
Simian Virus 40 T-Antigen PKKKRKVE (Kalderon, Roberts et al. 1984).
Smad1 KKLKKKK (Xiao, Watson et al. 2001)  
 
Tabelle 3: NLS verschiedener Proteine 
Aufgelistet sind Proteine mit klassischen NLS wie im SV40 T-Antigen, Nukleoplasmin und Smad1, sowie 
die nicht-klassischen NLS im hnRNPA1. In den verschiedenen Sequenzen sind jeweils die für den nukleären 
Import essentiellen Aminosäuren unterstrichen. 
 
Eine Gruppe von Transportproteinen, die Importine bzw. Exportine genannt werden, 
binden an NLS, was folgendermaßen geschieht: Das Importin-α erkennt und bindet 
spezifisch nukleäre Importsignale (NLS). Importin-β stabilisiert den Komplex durch 
Anlagerung an die Importin-β Bindungsdomäne (IBB domain) des Importin-α (Gorlich, 
Henklein et al. 1996). Nach Bildung des trimeren Komplexes aus Transportsubstrat, 
Importin-α und Importin-β vermittelt Importin-β die Bindung an den nukleären 
Porenkomplex (Hurt 1996). Voraussetzung für die Bildung des Importkomplexes und 
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Bindung an den nukleären Porenkomplex ist außerdem das Vorliegen der Ran GTPase in 
ihrer GDP gebundenen Form und des nuclear transport factors 2 (NTF2) (Corbett and 
Silver 1997; Isaac, Lowichik et al. 2000; Yoneda 2000). NTF2 stimuliert den Import von 
Proteinen, die eine NLS enthalten und beeinflusst die Richtung des Transportes, indem es 
nur an GDP-gebundenes Ran bindet, welches hauptsächlich im Zytoplasma vorkommt 
(Ribbeck, Lipowsky et al. 1998). In seiner Funktion wird Ran von weiteren Proteinen wie 
dem guanine nucleotide exchange factor (RanGEF), dem GTPase activating protein 
(RanGAP1) und Ran-binding protein (RanBP1) unterstützt. Die zwei letzteren generieren 
das inaktive GDP-gebundene Ran. Auf diese Weise wird die GTP-Hydrolyse induziert. Im 
Nukleus ist die Ran-GTP Konzentration auf Grund des chromatingebundenen Proteins 
RanGEF, welches die Umwandlung von Ran-GDP zu Ran-GTP fördert, hoch (Kuersten, 
Ohno et al. 2001). Nach der Translokation des Komplexes in den Kern beschleunigt 
RanGEF die Konversion von RanGDP zu RanGTP, welches an das Importin bindet und 
somit zu einer Dissoziation des NLS-tragenden Proteins vom Importkomplex führt 
(Gorlich, Pante et al. 1996). Anschließend kehrt das RanGTP gebundene Importin-β 
zurück in das Zytoplasma, wo RanGTP mit Hilfe von RanBP1/2 vom Importin-β gelöst 
wird. Importin-α bildet im Kern einen trimeren Komplex mit dem cellular apoptosis 
susceptibility protein (CAS) und RanGTP, bevor es ins Zytoplasma zurückkehrt, wo es 
durch RanBP1 und RanGAP1 aus diesem Komplex gelöst wird (Kutay, Bischoff et al. 
1997). 
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Abbildung 2: vereinfachte schematische Darstellung des nukleären Imports von Proteinen 
Dargestellt ist der RanGTP-abhängige Import von Proteinen mit einer klassischen NLS über Importine. 
Zytoplasmatisch bindet die NLS an den heterodimeren Importin-α/Importin-β-Komplex und wird RanGDP-
abhängig über den NPC transportiert. NFT2 bestimmt die Direktionalität des Transports. Im Nukleus 
dissoziiert der trimere Komplex. RanGTP-abhängig werden die beteiligten Faktoren wieder in das 
Zytoplasma transportiert, wobei CAS den Rücktransport von Importin-α in das Zytoplasma erleichtert. 
 
 
 
 
Die Richtung des Transportes wird also nicht durch die NPCs bestimmt, sondern ist 
abhängig von dem Status der GTP-Hydrolyse des Ran Proteins; bzw. der Ran-GTP 
Gradient ist entscheidend. Außerdem scheint die Transporteffizienz von der Cargo-Größe 
(Ribbeck and Gorlich 2002) als auch der Importin-β Konzentration abhängig zu sein 
(Isaac, Lowichik et al. 2000; Stewart 2007). 
Für manche Transportvorgänge scheint die GTP-Hydrolyse des Proteins Ran allerdings 
nicht wichtig zu sein. Dies ist z.B. bei der durch Karyopherin α2β1-vermittelten 
Translokation von Proteinen, sowie auch bei einzelnen Importreaktionen von Karyopherin 
β2/TRN1 oder einzelnen Exportreaktionen von CRM1 der Fall (Jakel and Gorlich 1998; 
Ribbeck, Lipowsky et al. 1998; Schwoebel, Talcott et al. 1998). Manche Proteine wie das 
HIV Protein Vpr können Ran- und Rezeptor-unabhängig in den Zellkern translozieren, was 
vermutlich durch eine direkte Bindung an die Nukleoporine geschieht (Jenkins, McEntee et 
al. 1998). 
Im Gegensatz dazu gibt es auch Proteine, die ohne das Adapterprotein Importin-α an 
Importin-β binden, wie z.B. ribosomale Proteine (Jakel and Gorlich 1998), das Rex Protein 
Einleitung                                                                                                                             16 
des humanen T -Zell Leukämie Virus Typ 1 (HTLV-1) (Palmeri and Malim 1999), das 
Parathyroidhormon-verwandte Protein (PTHrP) (Lam, Olsen et al. 1997), Smad3 
(Kurisaki, Kose et al. 2001) oder der Transkriptionsfaktor sterol regulatory element-
binding protein (SREBP) (Nagoshi, Imamoto et al. 1999). Interessanterweise haben die 
Importin-bindenden Domänen dieser Proteine keine offenkundigen Gemeinsamkeiten.  
 
 
 
1.2.3 Der nukleäre Export und nukleäre Exportsignale (NES) 
Der Export von Proteinen aus dem Zellkern wird ähnlich dem Import über spezifische 
Signale in dem Transportsubstrat vermittelt, die als nukleäre Exportsignale (NES) 
bezeichnet werden und eine Interaktion mit einem Exportrezeptor eingehen. Es konnten 
bisher zwei unterschiedliche Signale identifiziert werden. Die am häufigsten beschriebene 
Sequenz wird in vielen Proteinen gefunden, wie z.B. dem HIV Protein Rev (Fischer, Huber 
et al. 1995), dem HTLV-1 Protein Rex (Bogerd, Fridell et al. 1996) und dem cAMP-
abhängigen Proteinkinaseinhibitor (PKI) (Wen, Meinkoth et al. 1995). Sie ist etwa 10 
Aminosäuren lang und reich an hydrophoben Gruppen, v.a. den Aminosäuren Leucin und 
Isoleucin. Auch Valin, Glutamat und Aspartat sind häufig in nukleären Exportsignal 
enthalten (Bendtsen, Nielsen et al. 2004). 
 
Protein NES Referenz 
HIV-I Rev LQLPPLERLTLD (Yoneda, Hieda et al. 1999)  
HTVL rex LSAQLYSSLTL (Roth, Dobbelstein et al. 1998) 
p53 MFRELNEALELK (Levine 1997) 
Proteinkinase Inhibitor LALKLAGLDIN (Yoneda, Hieda et al. 1999) 
MAP Kinase Kinase ALQKKLEELELDE (Fukuda, Asano et al. 1997) 
 
Tabelle 4: Nukleäre Exportsignale (NES) verschiedener Proteine 
Beispiele für NES-Sequenzen in verschiedenen Proteinen (Cartwright and Helin 2000) 
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La Cour et al. beschäftigten sich mit der Analyse und Vorhersagbarkeit von Leucin-reichen 
Exportsignalen. Sie fanden heraus, dass das am meisten konservierte Motiv einer NES 
wenigstens drei hydrophobe Aminosäuren enthält. Die erste dieser Aminosäuren ist am 
wenigsten konserviert. Das mit 75 % am häufigsten vorliegende Motiv lautet LxxLxL. 11 
% der von la Cour et al. ausgewerteten Daten zeigten ein geringgradig verändertes Muster: 
LxxxLxL. Die Mehrzahl der NES-Regionen zeigten eine α-helikale Struktur, die wiederum 
gegen eine andere α-Helix entweder in Form α-helikaler Bündel oder globulärer α-
helikaler Domänen angelagert war (la Cour, Kiemer et al. 2004). 
Die verschiedenen Phasen des nukleären Exports lassen sich folgendermaßen einteilen: 
1. Erkennen des Exportsignals (NES) durch CRM1 
2. Transport über den NPC 
3. Freigabe des Transportkomplexes im Zytoplasma durch RanGTP-
Hydrolyse 
Das cysteine rich motor neuron protein CRM1/Exportin-1, das für die Translokation 
verschiedenster Proteine in das Zytoplasma verantwortlich ist, ist ein weiterer 
Exportrezeptor, der zur Familie der Importin-β Moleküle gehört und 1997 entdeckt wurde. 
CRM1 transportiert Proteine mit einem Leucin-reichen NES (Mattaj and Englmeier 1998; 
Nakielny and Dreyfuss 1999), aber auch Snurpotin-1, das keine Leucin-reiche Sequenz 
besitzt (Paraskeva, Izaurralde et al. 1999). Der nukleäre Export vollzieht sich auf 
ähnlichem Weg wie der Import. Zuerst erkennt CRM1 das Exportsignal (NES) im 
Nukleus, wo eine hohe RanGTP Konzentration vorliegt. Danach erfolgt der RanGTP-
abhängige Transport in das Zytoplasma, wo RanGTP zu RanGDP konvertiert. Die 
Konversion wird durch die Proteine RanGAP, RanBP1 und RanBP2 vermittelt. Auf diese 
Weise wird der Exportkomplex gelöst und RanGTP zu RanGDP hydrolysiert (Yoneda 
2000; Kuersten, Ohno et al. 2001).  
Einen Überblick über den Exportmechanismus von Proteinen gibt Abbildung 3. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Exports von Proteinen 
Die NES eines Proteins bindet RanGTP-abhängig im Zellkern an den Exportrezeptor cysteine rich motor 
neuron protein (CRM-1). Der Komplex wird über den NPC in das Zytoplasma transportiert. Dort erfolgt  
nach RanGTP Hydrolyse durch RanGAP und RanBP1/2 die Freigabe des NES. Die hohe Konzentration von 
RanGTP im Nukleus wird durch das Chromatin-gebundene RanGEF Protein gewährleistet (Kuersten, Ohno 
et al. 2001). 
 
 
1.2.4 Regulation des nukleären Imports und Exports von Proteinen 
Die Feinregulation des Proteintransports zwischen Zellkern und Zytoplasma erfolgt durch 
weitere Modifikationen und Signalwege. Einen der häufigsten Mechanismen stellt eine 
Phosphorylierungs- bzw. Dephosphorylierungsreaktion dar. Es gibt verschiedene Wege, 
über die eine Phosphorylierung den Import in den Nukleus beeinflussen kann: erstens ist es 
möglich, dass durch die Phosphorylierung eine Protein-Konformationsänderung 
hervorgerufen und die NLS freigelegt oder verdeckt wird (Tagawa, Kuroki et al. 1995; 
Harreman, Kline et al. 2004). Zweitens können NLS durch Bindung von Partnerproteinen 
„verdeckt“ werden, wie es bei NF-κB der Fall ist. NF-κB liegt zytoplasmatisch vor, da 
seine NLS durch das Protein I-κB, das als cytoplasmic anchoring factor fungiert, maskiert 
wird (Ghosh and Baltimore 1990). Extrazelluläre Stimuli wie Wachstumsfaktoren oder 
Phosphorylierung führen zur Degradation von I-κB, wodurch die NLS im NF-κB 
demaskiert wird und NF-κB in den Zellkern translozieren kann (Shirakawa and Mizel 
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1989). Drittens kann eine Phosphorylierung die Affinität der NLS zu ihrem Importrezeptor 
Importin-α verändern (Harreman, Kline et al. 2004). Beispiele für die verschiedenen 
Mechanismen sind z.B. das wachstumsregulierende Protein STAT (signal transducers and 
activators of transcription), das nach Phosphorylierung dimerisiert, wodurch die NLS frei 
zugänglich ist. In einigen Fällen reguliert die Phosphorylierug eines Proteins die nukleäre 
Anreicherung, in anderen führt sie zum Verbleiben im Zytoplasma (Jans and Hubner 1996; 
Gorner, Durchschlag et al. 1998). Als Beispiel für den letztgenannten Mechanismus sind 
das Onkoprotein v-Jun (viral Jun) und Lamin B2 zu nennen. Hierbei wird durch 
Phosphorylierung der Import in den Zellkern verhindert (Tagawa, Kuroki et al. 1995). Es 
wird deutlich, dass der Phosphorylierungsgrad nicht die Richtung des Transportes 
bestimmt. 
Ein weiterer Regulationsmechanismus des nukleären Transportes wurde für den 
Transkriptionsfaktor SREBP beschrieben. Dieser ist über zwei transmembranäre Segmente 
am endoplasmatischen Retikulum verankert und wird nach Stimulation durch Proteolyse 
an zwei Stellen aufgespalten. Die N-terminale Domäne des Proteins transloziert in den 
Zellkern (Nagoshi, Imamoto et al. 1999).  
Der nukleäre Export nach Phosphorylierung wurde von Kaffman et al. (Kaffman, Rank et 
al. 1998) für den Transkriptionsfaktor Pho4 beschrieben. Der Rezeptor Msn5, ein Kapβ 
Protein in Hefen, bindet im Zellkern in Gegenwart von RanGTP an phosphoryliertes Pho4 
und bildet einen trimeren Komplex, der den Zellkern verlässt. Im Gegensatz dazu wird 
unphosphoryliertes Pho4 durch den nicht-klassischen Importrezeptor Psel/Kap 121 erkannt 
und anschließend in den Kern transportiert. Dies deutet darauf hin, dass die 
Phosphorylierung im Zellkern stattfindet und die Ausschleusung des Proteins bewirkt. Ein 
ähnlich regulierter Transportvorgang wurde für den Transkriptionsfaktor NF-AT 
beschrieben. Dieser benötigt die Calcium-aktivierte Phosphatase Calcineurin, um in den 
Zellkern zu gelangen. Calcineurin wird durch erhöhte intrazelluläre Kalziumspiegel 
aktiviert, z.B. im Rahmen zellulärer Stresssituationen. Das aktivierte Calcineurin maskiert 
das N-terminal gelegene nukleäre Exportsignal des Transkriptionsfaktors, sodass es nicht 
mehr durch den Exportrezeptor CRM1 erkannt wird. Dies wird dadurch ermöglicht, dass 
die Calcineurin-Bindungsdomäne zwischen zwei NES lokalisiert ist und mit diesen 
teilweise überlappt. Die benachbarte NLS wird nun dephosphoryliert und die 
Translokation in den Nukleus hierüber initiiert. Somit konkurrieren diese beiden Moleküle 
um ihre jeweiligen Bindungsstellen (Zhu and McKeon 1999). 
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Für die Regulation des Transportes von p53 wird die Tetramerisierung von p53 
verantwortlich gemacht. Dabei soll eine Tetramerisierung des Proteins zu einer 
Maskierung der NES führen und damit zu einem Verbleib des aktiven p53 im Zellkern 
(Stommel, Marchenko et al. 1999).  
Ferner kommt der Protein-Spaltung, z.B. durch Proteasomen, eine wichtige Rolle zu. Die 
folgenden Proteine werden durch das 20S Proteasom gespalten: YB-1, α-Synuclein 1, p53, 
p73 und das der Kip/Cip Familie zugehörige Protein p27. In einigen Fällen erfolgt die 
Spaltung Ubiquitin- bzw. ATP-unabhängig (Tofaris, Layfield et al. 2001; Touitou, 
Richardson et al. 2001; Sorokin, Selyutina et al. 2005). Allerdings werden im Gegensatz zu 
YB-1 die aufgezählten Proteine durch das Proteasom komplett abgebaut. Aus der Literatur 
ist bislang nur für die Proteine eIF4G und eIF3a eine limitierte Proteolyse beschrieben 
(Sorokin, Selyutina et al. 2005). 
Zusammenfassend liegen verschiedene Regulationsmechanismen für den intrazellulären 
Transport vor. Diese umfassen neben der Spaltung von NES Vorgänge, die mit dem 
Begriff Maskierung/Demaskierung (Stommel, Marchenko et al. 1999; Sorokin, Selyutina 
et al. 2005) beschrieben werden oder Proteinmodifikationen, wie z.B. Phosphorylierung 
und Bildung von Disulfidbrücken nach Oxidation (la Cour, Kiemer et al. 2004). 
 
 
1.2.5 Intrazelluläre Lokalisation von YB-1 
Die intrazelluläre Lokalisation von YB-1 unterscheidet sich bei Tumorzellen und 
proliferierenden Zellen in vitro gegenüber nicht-transformierten Zellen in vivo. In 
sämtlichen untersuchten proliferierenden Zellen in vitro ist YB-1 zytoplasmatisch zu 
finden. In gesundem Nierengewebe wurde YB-1 immunhistochemisch ausschließlich 
nukleär nachgewiesen. In der Anti-Thy1.1 Nephritis als mesangioproliferativem Modell 
und nicht-tumorösen Erkrankung liegt YB-1 einen Tag nach Krankheitsinduktion 
perinukleär vor. Die zytoplasmatische Lokalisation korreliert mit dem Krankheitsverlauf: 
zwischen Tag vier und sechs ist die stärkste zytoplasmatische Anreicherung zu erkennen, 
was mit dem Gipfel der mesangialen Proliferation und Zellaktivität korreliert. Im weiteren 
Verlauf der Krankheitsrestitution ist eine Relokalisation von YB-1 in den Zellkern zu 
beobachten (van Roeyen, Eitner et al. 2005). 
In einer Vielzahl von Tumoren liegt YB-1 überexprimiert vor: so z.B. in Brust-, Lungen-, 
Ovar- und Kolorektalcarcinomen (Lutz, Wempe et al. 2006). Verschiedene Autoren 
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beschrieben eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 in Tumorzellen in 
vivo, wie Osteosarkomzellen, non-small-cell-lung-cancer (NSCLC)-Zellen und 
Brusttumorzellen (Bargou, Jurchott et al. 1997; Oda, Sakamoto et al. 1998; Kamura, 
Yahata et al. 1999; Shibao, Takano et al. 1999; Gu, Oyama et al. 2001; Shibahara, Sugio et 
al. 2001; Stein, Jurchott et al. 2001; Janz, Harbeck et al. 2002). Nukleär lokalisiertes YB-1 
in Tumorzellgewebe wies in unterschiedlichen Studien auf eine schlechte Prognose durch 
Beeinflussung der multidrug resistance und Metastasierung hin (Bergmann, Royer-Pokora 
et al. 2005; Berquin, Pang et al. 2005; Basaki, Hosoi et al. 2007). Es wurde ein 
Zusammenhang zwischen nukleärer YB-1 Lokalisation und einer gesteigerten Expression 
des MDR-1-Gens beschrieben (Bargou, Jurchott et al. 1997; Oda, Sakamoto et al. 1998; 
Janz, Harbeck et al. 2002). So zeigten Stein et al., dass Hyperthermie zu einer nukleären 
Akkumulation von YB-1 führt, die mit einer gesteigerten MDR-1 und MRP-1 
Genexpression einhergeht (Stein, Jurchott et al. 2001).  
In proliferierenden Zellen wird YB-1 vorwiegend perinukleär im Zytoplasma detektiert, 
jedoch ändert das Protein zellzyklusabhängig seine Lokalisation. In der frühen S-Phase ist 
YB-1 im Zellkern lokalisiert, während es in der späten S-Phase im Zytoplasma zu finden 
ist (Holm, Bergmann et al. 2002; Jurchott, Bergmann et al. 2003).  
Koike et al. (1997) stellten die Hypothese auf, dass YB-1 mit einem Ankerprotein im 
Zytoplasma interagiert, welches YB-1 erst nach Phosphorylierung durch die Protein-
Kinase C aus seiner Bindung freigibt (Koike, Uchiumi et al. 1997). Mehrere nukleäre 
Translokations-Signale innerhalb des YB-1-C-Terminus könnten die nukleäre 
Translokalisation z.B. im Rahmen von Stresssituationen vermitteln (Tafuri and Wolffe 
1990; Tafuri and Wolffe 1992; Wolffe 1994). Konkrete nukleäre Konsensus-Exportsignale 
im YB-1 Protein sind bislang nicht bekannt. 
Eine nukleäre Translokation von YB-1, hervorgerufen durch zellulären Stress, ist 
beschrieben. Hierzu gehören UV-Bestrahlung (Bargou, Jurchott et al. 1997; Koike, 
Uchiumi et al. 1997), Adenovirusinfektionen (Sorokin, Selyutina et al. 2005), 
Hyperthermie (Chansky, Hu et al. 2001) und Behandlung mit IFN-γ (Higashi, Inagaki et al. 
2003). Ebenso ist eine Translokation in den Nukleus in p53- oder splicing factor SRp30c- 
überexprimierenden Tumorzellen (Raffetseder, Frye et al. 2003) nachweisbar.  
Stenina et al. wiesen darauf hin, dass die Lokalisation von YB-1 mit seinen Funktionen, 
d.h. Bindung an RNA und DNA, assoziiert sein kann (Stenina, Poptic et al. 2000; Stenina, 
Shaneyfelt et al. 2001). So wird die cold shock Domäne, die sich im C-terminalen 
Abschnitt von YB-1 zwischen den Aminosäuren 51-129 befindet, für die mRNA Bindung 
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und somit für die zytoplasmatische Retention verantwortlich gemacht. Außerdem fanden 
Stenina et al. heraus, dass das im Zytoplasma von Endothelzellen an mRNA gebundene 
YB-1 durch Stimulation der Zellen mit Thrombin an der zytoplasmatischen 
Retentionsdomäne (AS 247-267) gespalten wird und nach Ablösung von der mRNA in den 
Zellkern transloziert (Stenina, Shaneyfelt et al. 2001). Dort wird anschließend die 
Genexpression über Bindung an verschiedene Promotoren, wie dem des PDGF-B Gens, 
induziert. Laut Stenina et al. wird das 50 kDa umfassende Vollängen-YB-1 in ein 20 bzw. 
30 kDa großes Fragment zerlegt, wobei die Autoren feststellten, dass das aktive, in den 
Zellkern translozierende Fragment, das größere der beiden ist. 
Zusätzlich wurde beschrieben, dass YB-1 durch das in vitro Ubiquitin- und ATP-
unhängige 20S Proteasom an der Aminosäure Glycin 220 gespalten wird. Das C-terminale 
Spaltfragment, das eine CRS enthält, transloziert in den Zellkern (Sorokin, Selyutina et al. 
2005). Dieser Prozess des Zerlegens und Loslösens von einem "hemmenden" Faktor, in 
diesem Fall die Spaltung der Retentionsdomäne und die Aufhebung der mRNA Bindung, 
ist auch für die Freisetzung von NF-κB von I-κB beschrieben (Ghosh and Baltimore 1990). 
Durch feste Bindung von YB-1 an mRNA kann dieser Translokationsvorgang unterbunden 
werden (Sorokin, Selyutina et al. 2005). Außerdem wurde 2006 von Lutz, Wempe et al. 
beschrieben, dass YB-1 durch das F-Box Protein 33 (FBX33) ubiquitiniliert und 
proteasomal abgebaut wird. F-Box Proteine dienen als Adapter-Proteine der Markierung 
von Substraten zum proteasomalen Abbau. Dies geschieht ohne vorherige 
Phosphorylierung (Lutz, Wempe et al. 2006).  
Ferner liegt in der Nähe der cold shock Domäne eine Region (AS 137-183), die für die 
Homodimerisierung von YB-1 verantwortlich gemacht wird (Bader, Felts et al. 2003). 
Des Weiteren ist durch Raffetseder et al. 2003 eine Interaktion zwischen SRp30c und der 
N-terminalen Domäne von YB-1, die die Aminosäuren 21-147 umfasst, ermittelt worden. 
SRp30c ist ein Mitglied der SR-Proteinfamilie mit den Funktionen des konstitutiven und 
alternativen Spleißens. Sobald SRp30c durch Proteinüberexpression vermehrt vorliegt, 
transloziert YB-1 vom Zytoplasma in den Zellkern. Umgekehrt führt eine Hitzeschock-
Behandlung zu einer Akkumulation von SRp30c in Stress-induzierten nukleären Körpern 
Sam68 und innerhalb einer Stunde zum Ausschleusen von YB-1 aus dem Zellkern in das 
Zytoplasma (Raffetseder, Frye et al. 2003). 
Außerdem ist eine Aktin-Bindungsstelle im YB-1 N-Terminus zwischen den Aminosäuren 
1-9 und 18-27 beschrieben (Ruzanov, Evdokimova et al. 1999). Aktin ist ein bedeutsames 
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Protein des Zytoskeletts, das die zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 beeinflussen 
kann.  
 
 
 
Abbildung 4: Darstellung wichtiger Domänen innerhalb des Y-box Proteins-1 
Aktinbindungsstellen im N-Terminus sind beschrieben (Ruzanov, Evdokimova et al. 1999). Zwischen AS 
21-47 ist eine nukleäre Ko-Lokalisation mit SRp30c zu finden (Raffetseder, Frye et al. 2003), die CSD liegt 
zwischen AS 51-129 (Koike, Uchiumi et al. 1997) und unseren Ergebnissen zufolge ist eine CRS innerhalb 
der AS 52-101 lokalisiert. Akt bindet an YB-1 und phosphoryliert die cold shock Domäne an Serin 102 
(Sutherland, Kucab et al. 2005). Bader et al. beschrieben eine Multimerisierungsdomäne (AS 137-183) und 
eine NLS bei AS 183-202 (Bader and Vogt 2005), wohingegen nach unseren Versuchen zwei NLS zwischen 
AS 185-194 und AS 276-292 gelegn sind (Sandra Martinkus, Promotionsarbeit). Eine Proteasomale 
Degradation erfolgt zwischen AS 219 und 220 (Sorokin, Selyutina et al. 2005). Eine weitere CRS ist 
innerhalb AS 247-267 beschrieben (Stenina, Shaneyfelt et al. 2001). 
 
 
Schließlich ist das Protein Ral im Hinblick auf die intrazelluläre YB-1 Lokalisation zu 
erwähnen. Ral gehört zu den GTPasen, die im Signalweg des Aktin-Zytoskelett 
remodelings, bei der Kontrolle des Zellzyklus und beim Vesikeltransport eine Rolle 
spielen. RalA interagiert mit der CSD des Y-box Transkriptionsfaktors ZO-1-associated 
nucleic acid-binding protein (ZONAB) in einer GTP-abhängigen Weise. Es wurde 
beobachtet, dass bei erhöhter Zelldichte und vermehrtem Zell-Zell Kontakt von 
epithelialen Zellen der Anteil des RalA-ZONAB Komplexes ansteigt. Liegt eine niedrige 
Zelldichte vor, so ist ZONAB nukleär lokalisiert und supprimiert die Transkription, indem 
es an die inverse CCAAT-box gebunden vorliegt. Unter diesen Bedingungen liegen nur 
geringe Mengen des ZONAB-RalA Komplexes vor. Bei ansteigender Zelldichte verlässt 
ZONAB den Zellkern und die Transkription wird induziert. Außerdem ist bei dicht 
wachsenden Zellen RalA in der Plasmamembran zu finden, was der Grund für die 
entstehende Komplexbildung mit ZONAB sein könnte, da beide an interzellulären 
Verbindungen ko-lokalisieren (Frankel, Aronheim et al. 2005). 
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1.3 Mögliche Beeinflussung der subzellulären Lokalisation von YB-1 
1.3.1 PDGF-BB 
PDGFs sind Zytokine, die in multiplen Organen bei Entzündungsprozessen sklerose- und 
fibroseinduzierend wirken, und vor allem durch ihre proliferative Wirkung in glomerulären 
Mesangialzellen bekannt sind (Floege, Eng et al. 1993; Floege and Johnson 1993). PDGFs 
bestehen aus fünf verschiedenen, über Disulfide gebundenen Dimeren, aufgebaut aus vier 
verschiedenen Polypeptidketten. Die Isoformen PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-
CC und PDGF-DD aktivieren über zwei Rezeptortyrosinkinasen, die PDGF- 
Rezeptorenketten α und β. Während PDGF-A nur an die α-Kette bindet, ist PDGF-B 
Ligand für alle Rezeptortypen. Alle PDGF Isoformen sowie die beiden Rezeptorketten, 
werden in unterschiedlichen Kompartimenten der Niere exprimiert. Als Beispiele für 
PDGF freisetzende Zellen seien glomeruläre Mesangial- und Endothelzellen (Abboud, 
Poptic et al. 1987; Floege and Johnson 1993) sowie renale Epithel- und Tubuluszellen 
(Frank, Engler-Blum et al. 1993) genannt. Eine gesteigerte PDGF- oder 
Rezeptorkettenexpression findet sich in einer Vielzahl experimenteller so wie humaner 
Nierenerkrankungen (Floege, Hudkins et al. 1998; Eitner, Ostendorf et al. 2003; Taneda, 
Hudkins et al. 2003). Andere Wachstumsfaktoren können eine mesangiale Proliferation 
über die auto- oder parakrine Exkretion von PDGF-B Ketten induzieren (Floege, Topley et 
al. 1991). Das PDGF System spielt somit eine entscheidende Rolle bei der 
Mesangialzellproliferation und Matrixexpansion. YB-1 konnte als ein Zielgen der PDGF-
Signalkaskade identifiziert werden. In vivo ist YB-1 in gesunden Nierenzellen im Zellkern 
lokalisiert. Nach Infusion von PDGF-BB und im Verlauf einer Anti-Thy1.1 Nephritis wird 
eine subzelluläre Translokalisation von YB-1 in das Zytoplasma von van Roeyen, Eitner et 
al. (van Roeyen, Eitner et al. 2005) beschrieben. Diese Beobachtung weist auf eine 
entgegengesetzte Regulation bei nicht transformierten im Vergleich zu transformierten 
Zellen hin, in denen YB-1 als Antwort auf zellulären Stress aus dem Zytoplasma in den 
Zellkern transloziert. 
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1.3.2 Aldosteron, Angiotensin II 
Angiotensin II ist ein Bestandteil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systms (RAAS). 
Hierbei wird Angiotensin I durch das Angiotensin-converting enzyme (ACE) in 
Angiotensin II umgewandelt, das in der Nebenniere die Freisetzung von Aldosteron 
hervorruft (Ruster and Wolf 2006). Aldosteron wird in der Zona glomerulosa der 
Nebenniere gebildet. Es bindet spezifisch an Mineralokortikoidrezeptoren, die im Zytosol 
der epithelialen Zielzelle liegen. Anschließend transloziert der Steroid-Rezeptor-Komplex 
in den Zellkern, wo er die Genexpression und Translation von Proteinen moduliert, die 
über den Elektrolyt- und Wasserhaushalt den Blutdruck regulieren. Außerdem wurde in 
den letzten Jahren deutlich, dass Angiotensin II wie auch Aldosteron weitere, über das 
RAAS hinausreichende Funktionen besitzen. So ist Angiotensin II zusätzlich als 
Wachstumsfaktor und profibrotisches, proinflammatorisches Zytokin anzusehen. 
Aldosteron z.B. spielt auch in nicht-epithelialen Zellen wie dem Herzmuskel eine Rolle, 
indem es die Kollagen I Synthese in kardialen Fibroblasten erhöht (Connell and Davies 
2005). Des Weiteren scheint Aldosteron auch den Transport von Proteinen zwischen 
Zytoplasma und Zellkern zu beeinflussen: 1994 beobachteten Oberleithner et al., dass 
Aldosteron die Anzahl der NPCs in Nierenzellen deutlich vermehrt (Oberleithner, 
Brinckmann et al. 1994). Verschiedene Experimente in Xenopus laevis Oocyten zeigten, 
dass 20 min. nach Aldosteroninjektion große plugs ( ca. 1 MD) im Zentrum der NPCs 
entstanden, die die Permeabilität der Kernhülle erhöhten (Schafer, Shahin et al. 2002). 
Außerdem konnten nach Aldosteronbehandlung Veränderungen der elektrischen 
Eigenschaft der nukleären Hüllmembran observiert werden (Oberleithner 2004).  
 
 
1.3.3 Thrombin 
Thrombin entsteht aus Prothrombin und ist eine Serinprotease, die ein Schlüsselenzym in 
der Gerinnungskaskade darstellt. Es löst die Thrombozytenaggregation aus, wandelt 
Fibrinogen in Fibrin um und aktiviert Faktor XIII, der wiederum die Fibrinpolymere 
stabilisiert. Des Weiteren reguliert Thrombin die Expression von Endothelialzellen 
(Stenina, Poptic et al. 2000), stimuliert den Ras-Raf-Mek-ERK Signalweg (Zhang, Liu et 
al. 2005), aktiviert TGFβ1 (Howell, Laurent et al. 2002) und ERKs und verfügt über pro-
fibrotische und extravaskuläre Signaltransduktionsfähigkeiten, die ein Gewebe-
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remodelling in nativem und transplantiertem Lungen- und Herzgewebe hervorrufen 
(Erlich, Boyle et al. 2000). Ferner enthält Thrombin eine katalytisch aktive Region und 
eine Anionenbindungdomäne (ABE1), über die es an spezifische negativ geladene 
Sequenzen binden kann. Die zellulären Thrombin-Effekte werden durch die proteinase-
activated receptors (PARs) vermittelt, die einer Unterklasse der G-Protein gekoppelten 
Rezeptoren angehören. PAR-1 und -3 werden durch Thrombin geschnitten und aktiviert. 
PAR-2 stellt einen Rezeptor für trypsinähnliche Enzyme dar und PAR-4 ist ein Rezeptor 
für Trypsin und Thrombin, während letzteres über diesen die Aktivierung humaner 
Blutplättchen iniziiert (Kaufmann and Thiel 2001). 2001 fanden Stenina et al. (Stenina, 
Shaneyfelt et al. 2001) heraus, dass Thrombinstimulation das Ablösen von mRNA-
gebundenem YB-1 induziert und eine Spaltung YB-1s bewirkt. Das größere der beiden 
Spaltprodukte (30 kDa) transloziert anschließend in den Zellkern. 
 
 
1.3.4  Hypoxie 
Hypoxie beschreibt einen Zustand verminderter Sauerstoffkonzentration, der zur 
Aktivierung verschiedener Gene wie z.B. Erythropoetin, VEGF (vascular endothelial 
growth factor) und glykolytischer Enzyme führt, die ihrerseits die Anpassung des 
Organismus an das geringe Sauerstoffangebot erleichtern. Hypoxie stellt einen 
bedeutenden Faktor in der Pathophysiologie des Herzinfarkts oder des Schlaganfalls dar. 
Außerdem führen hypoxische Zustände zu einer Produktion der inflammatorischer 
Zytokine, wie IL-6 und des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1). 
Deferroxamin induziert Hypoxie, da es einen Eisen-Chelator darstellt, der die 
Umwandlung von H2O2 zu einem reaktiveren Sauerstoffsubstrat antagonisiert und somit 
ein hypoxisches Milieu erzeugt (Jeong, Hong et al. 2005). 
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1.3.5 Zellzyklus, Zellzyklusregulatoren und Apoptose 
Für das Zellwachstum ist ein „Durchlaufen“ des Zellzyklus von Bedeutung, der durch 
verschiedene Regulatorproteine beeinflusst wird. Der Zellzyklus wurde vor über 50 Jahren 
von Howard and Pele beschrieben. Er ist in verschiedene Phasen unterteilt und hat 
abhängig vom Zelltyp eine Dauer von etwa 18-24 Stunden. Während der G1-Phase 
befindet sich die Zelle im Wachstum, als Vorbereitung für die anschließende DNA 
Replikation. In der S-Phase erfolgt die DNA-Replikation; die nachfolgende G2-Phase ist 
die Reparaturphase. Nachfolgend findet die Mitose, die Zellteilung, statt. Zwischen den 
Zellteilungen können sich die Zellen in der Ruhephase, der G0-Phase, die zwischen G1- 
und S-Phase geschaltet ist, befinden. Dies ist z.B. für die Zytostatikatherapie von 
Bedeutung, da die meisten Zytostatika Proliferationsgifte sind und die in der G0-Phase 
befindlichen Zellen der toxischen Wirkung entgehen. 
Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durch sogenannte Cycline, cyclin dependent kinases 
(cdk) (Riabowol, Draetta et al. 1989) und durch Tumorsuppressorproteine wie p53 und 
pRb (Golias, Charalabopoulos et al. 2004). Diese Faktoren kontrollieren das Durchlaufen 
der Zelle durch den Zellzyklus, z.B. von der G1- in die S-Phase und von der G2-Phase zur 
Mitose. Der cdk1 Inhibitor ist ein selektiver, ATP-kompetetiver Inhibitor der cyclin-
dependent Kinase 1 als auch von Cyclin B und bindet an die ATP Tasche der aktiven cdk1. 
Der cdk2 Inhibitor hemmt selektiv die cdk2. Cdk2 greift während des Zellzyklus in der G1- 
und S-Phase (Hiromura, Pippin et al. 2002), als auch während der Mitose ein und wird 
durch Cyclin A, B1 und E aktiviert. In der G1-Phase findet das Wachstum durch 
gesteigerte Proteinsynthese statt, die S-Phase dient der DNA-Replikation. Eine cdk2 
Inhibition reduziert den Zelltod (Apoptose). 
Verschiedene, durch den Zellzyklus regulierte Gene enthalten Y-box Elemente in ihren 
Promotoren. Des Weiteren wurde 2003 von Jurchott und Bergmann herausgefunden, dass 
YB-1 die Cycline A und B1, die das Durchlaufen des Zellzyklus unterstützen, 
hochreguliert (Jurchott, Bergmann et al. 2003). 
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1.4   Ziel der Arbeit 
In proliferierenden Zellen weist YB-1 in vitro eine zytoplasmatische Lokalisation auf. In 
unterschiedlichen zellulären Stresssituationen, wie einer Hyperthermie oder UV-
Bestrahlung, wird YB-1 im Zellkern gefunden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 
nukleäre Import- (NLS) und Exportsequenzen (NES) im YB-1 Protein zu identifizieren. 
Hierfür wurden unterschiedliche Deletionskonstrukte von YB-1 hergestellt und nach 
Einbringen in verschiedene Zell-Modelle ihre Lokalisation mit dem Laser-Scanning 
Mikroskop ausgewertet. Als ein weiteres Ziel sollten Stimuli identifiziert werden, die 
Einfluss auf die subzelluläre YB-1 Lokalisation haben. Aus diesem Grund wurden 
Stimulationen mit Zellen durchgeführt, die ein GFP- oder dsRed-markiertes Volllängen-
YB-1 Protein überexprimieren. Als Stimuli wurden Thrombin, Aldosteron und 
Angiotensin II eingesetzt und untersucht, ob eine Translokation in den Nukleus folgte. 
Nachdem dies in HeLa Zellen beobachtet wurde, erfolgten gleichartige Versuche mit 
Deletionskonstrukten für YB-1, die zuvor ausschließlich im Zytoplasma vorlagen. 
Hierüber sollten Sequenzen identifiziert werden, die für die Translokation in den Nukleus 
verantwortlich sind.  
Gleichartige Untersuchungen erfolgten hinsichtlich des YB-1-Exports in das Zytoplasma. 
Da PDGF-BB in vivo zu einer Translokation von nukleärem YB-1 in das Zytoplasma führt 
(van Roeyen, Eitner et al. 2005) ein gleichartiger PDGF-BB Effekt zu sehen ist. Hierzu 
wurden die im Zellkern vorliegenden YB-1 Deletionskonstrukte eingesetzt. Weiterhin 
sollte der Frage nachgegangen werden, ob zelluläre Hypoxie als Stressfaktor einen Einfluss 
auf die subzelluläre YB-1 Lokalisation hat. 
Schließlich erfolgten Versuche mit Zellzyklusmodulatoren, da bekannt ist, dass YB-1 
zellzyklusabhängig seine Lokalisation ändert (Holm, Bergmann et al. 2002; Jurchott, 
Bergmann et al. 2003) und Vorarbeiten zeigten, dass durch den cdk2-/cdk5-Inhibitor 
Roscovitin eine Translokalisation vom Zytoplasma in den Zellkern induziert wird. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Zellkultur 
RPMI 1640 Medium, fetales Kälberserum (FKS), L-Glutamin, Penicillin/ Streptomycin, Trypsin/ 
EDTA, PBS ( phosphate buffered saline) mit Zusatz von 1 mM EDTA    
       Invitrogen, Groningen, Niederlande 
250 ml-Zellkulturflaschen, 6-Loch-Zellkulturplatten, 10 ml/ 20 ml Pipetten   
       Becton Dickinson, Frankreich 
Deckgläschen      Engelbrecht, Edermünde/ Roth, 
Objektträger      Superfrost Plus 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Acrylamid/Bisacrylamid    Serva, Heidelberg 
Ampicillin  ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA 
Agarose  Eurogentec, Seraing, Belgien 
BSA (Bovines Serumalbumin)  Serva, Heidelberg 
Complete Mini, Proteaseinhibitoren  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  ICN Biochemicals Inc., Ohio, USA 
DNA- Längenstandards (25, 100 bp, smart SF)  GIBCO BRL Invitrogen, Karlsruhe 
ECL Western Blotting Detection  Amersham Bioscience, Buckinghamshier, 
  Großbritannien 
Ethidiumbromid  SIGMA, Steinheim 
Eppendorf Pipettenspitzen  Eppendorf, Mannheim 
Eppendorf Reagenzgefäße 1,5 ml; 2 ml  Eppendorf, Mannheim 
Filterpapier 3 mm  Whatman, Maidstone, Großbritannien 
FUGENE 6 Transfection Reagent®   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim  
GC Melt  Clontech, Heidelberg 
Glycerin  Merck, Darmstadt 
Hyperfilm  Amersham Bioscience, Buckinghamshier, 
  Großbritannien 
Kanamycin  ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA 
LB Agar  GIBCO BRL, Paisley, Schottland 
LB Broth (Lennox)  IDG, Lancashire, Großbritannien 
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Luziferase Reagenz  Promega, USA 
Mounting Medium Immu-Mount®  Shandon, Pittsburgh, USA 
Natriumacetat  Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid  Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Biorad, München 
Paraformaldehyd  Sigma, Steinheim 
PBS  Sigma, Steinheim 
PDGF-BB  Sigma, Steinheim 
PMSF  Sigma, Steinheim 
Propidiumjodid  Sigma, Steinheim 
Nitrocellulosemembran (Hybond-ECLTM )  Amersham Pharmacia, Buckingamshire, 
Großbritannien 
Rainbow Marker  Amersham Pharmacia, Buckingamshire, 
Großbritannien 
Reporter Lysis Buffer  Promega, USA 
Temed  Biorad, München 
Tris Ultra Pure  ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA 
Triton X-100  Serva, Heidelberg 
Tween 20  Biorad, München 
Zellkulturplatten  TPP, Schweiz 
Zellschaber  E & K Scientific, Santa Clara, CA 
 
Alle sonstigen Chemikalien, sofern nicht weiter aufgeführt, wurden von den Firmen Merck 
(Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Boehringer (Mannheim), Clontech (Heidelberg) und Promega 
(Mannheim) bezogen. 
 
2.1.3 Geräte 
Bakterienschüttler    Orbital Shaker, Forma Scientific, Ohio, USA 
Brutschrank     Hera Cell, Heraeus, Deutschland 
Flow      Hera Safe, Heraeus, Deutschland 
Gelelektrophoresekammern   Bio Rad, München 
Heizblock     Unitek HB-130, Laboratory Products, Luton, England 
Laserscanning-Mikroskop Axiovert 100 Carl Zeiss, Jena, Deutschland 
Luminometer     Sirius, Berthold, Deutschland 
PCR-Maschine     Thermocycler, Landgraf 
Photometer Ultrospec 3000 UV/Visible  Pharmacia Biotech, Amersham 
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Schüttler     Biometra WT 12, Göttingen 
Vortexer     Vortex Genie 2, Scientific Industries, NY, USA 
Wasserbad     GFL 1083, Burgwedel, Deutschland 
Zentrifugen     Eppendorf Centrifuge 5415 D, 5417R 
      Avanti TM J-25, Beckman Coueter, USA 
 
2.1.4 Puffer und Lösungen 
Acryl-/Bisacrylamid, 30 %  29,2 g  Acrylamid 
     0,8 g   Biacrylamid 
     30 ml   Glycerol 
 
annealing-Puffer, 5 x     200 mM  Tris/HCl  
100 mM  MgCl2 
125 mM  NaCl 
(pH 7,5) 
 
APS 10 % 100 mg/ml  Ammoniumpersulfat  
 
Calciumchlorid  2 M   Calciumchlorid   (autoklaviert) 
   
Chloroquin  25 mM  Chloroquin   (steril filtriert) 
 
EDTA - Lösung  0,2 M  EDTA   pH 8 
 
HBS, 2 x  280 mM  NaCl 
  50   mM  HEPES 
  1,5  mM  Na2HPO4   pH 7,2  (sterilfiltriert) 
  pH-Wert mit NaOH einstellen 
 
Ladepuffer, 5 x  50 mM  EDTA 
  1 %   SDS 
  30 %  Glycerin 
  0,25 %   Bromphenolblau 
  (pH 8.0) 
 
Laufpuffer, 10 x  30   g/l  Tris, pH 8,3 
  144 g/l  Glycin 
  10   g/l  SDS 
  auf 1 l Millipore Wasser 
 
PBS, 4 x    23,68 g  Na2HPO4  
6,88   g  KH4 PO4  
  115,2 g  NaCl  
  in 4 l   H2O 
  (pH 7,2 - 7,4) 
 
Probenpuffer, 2 x  2,4 ml  A. dest. 
  2,4 ml  stacking buffer (4fach) 
  2,0 ml  Glycerol 
  2,0 ml  SDS (10 %) 
  200 µl  Bromphenolblau (1 %) 
  40  µl  EDTA (0,5 M) 
  1,0 ml  Beta-Mercaptoethanol  
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  (nur bei reduzierender Methode) 
 
Puffer A  2 M   HEPES, pH 7,9 
  1 M  MgCl2 
  10 mM  KCL 
  in 50 ml A. dest. 
 
Puffer C  20 mM  HEPES/KOH pH 7,9 
  1,5 mM MgCl2 
  420 mM NaCl 
  0,2 mM EDTA 
  25 %  Glycerol 
  in 100 ml A. dest. 
 
RIPA-Puffer  50 mM  Tris-HCl  
  1 %  NP-40  
  0,25 %  Na-Deoxycholat 
  150 mM NaCl 
  1 mM  EDTA 
  
Stacking-Puffer, 4 x  0,5 M   Tris  
  pH 6,8 
 
Stripping-Puffer  7,5 g   Glycin 
  0,5 g  SDS 
  5 ml  Tween 
  in 500 ml A. dest., pH 2,2 
 
TAE-Puffer  0,04 mM  Tris 
  1 mM   EDTA 
 
TE  10 mM  Tris 
  1 mM  EDTA 
  pH 7,4 (autoklaviert oder steril filtriert) 
 
Tris-Puffer, 10 x  61 g   Tris Ultra Pure  
  116,9 g  NaCl   
  in 1000 ml  Aqua bidest 
  (pH 7,6)  
 
Transferpuffer  25 mM  Trizma Base 
  190 mM  Glycin 
  20 %  Methanol 
 
TTBS, 10 x  1 M  Tris, pH 8,0 
  5 M  NaCl 
  25 %  Tween-20 
 auf 1 l mit Millipore Wasser auffüllen 
 
Zelllyse-Puffer             10 ml  RIPA-Puffer 
 50 µl  aktiviertes Natrium-Orthovanadat 
   1 Tablette complete mini, Proteasen-Inhibitoren 
 
2.1.5 Kommerzielle Kits 
QuiaEx- Gel-Extraction-Kit, QIAprep Spin Mini-Prep Kit, Quiagen Plasmid Maxi- Kit  
  Quiagen GmbH, Hilden 
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Jet star Plasmid Plasmid Maxi-Kit   Genomed, Löhne 
BC Assay UP40840A     Uptima, interchim 
 
2.1.6 Enzyme 
T4- Ligase/ 5x T4- Ligase- Puffer  Invitrogen, Karlsruhe 
Bgl II, EcoRI, BamHI  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
OPA-Puffer (One-Phor-All-Buffer Plus)  Amersham Pharmacia, Buckingamshire,  
  Großbritannien 
Taq- Polymerase/ 10x Polymerase- Puffer  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
 
2.1.7 Zelllinien/ Bakterien 
Rattenmesangialzellen (rMC)   wie beschrieben charakterisiert (Mertens, 
Harendza et al. 1997; Mertens, Espenkott et 
al. 1998; Reisdorff, En-Nia et al. 2002)  
 
Cervix Carcinom Zellen (HeLa)  Zellen von Henrietta Lacks, humane 
Gebärmutterkrebszellen 
 
Embryonale Maus Fibroblasten NIH 3T3  etabliert aus schweizer NIH Mausembryo, 
hochgradige Kontakt-Inhibition 
 
2.1.8 Antikörper 
Anti-mouse IgG, HRP-linked  Amersham pharmacia, Buckingamshire,  
  Großbritannien 
Anti-mouse IgG, HRP-linked  Vector, Peterborough , England 
Mouse IgG, negative Control  Dako, Hamburg 
Anti-GFP-Antikörper, monoklonal  Clontech, Heidelberg 
Anti-α-smooth muscle Aktin  Dako, Hamburg 
TRITC konjugiert goat anti-mouse  Dianova, Hamburg 
 
2.1.9 Herstellung transformationskompetenter E. coli Top 10 F-Bakterien 
Es wurde eine Übernachtkultur von E. coli Top Ten F-Bakterien (Invitrogen) in 25 ml LB-Medium 
angesetzt. Am nächsten Tag wurden 500 ml LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben auf 37°C 
vorgewärmt und eine OD-Bestimmung bei einer Wellenlänge von 600 nm durchgeführt, um den 
Leerwert zu erhalten. Anschließend wurde das angewärmte LB-Medium mit 5 ml Bakterienlösung aus 
der Übernachtkultur angeimpft und bei 150-200 rpm geschüttelt. Dieser Ansatz wurde nach folgendem 
Zeitschema photometrisch gemessen, bis eine OD von 0,45-0,55 erreicht wurde. 
Zeitschema: Messung nach 1 h 
                                             2 h 
                                             2 h 15 min. 
                                             2 h 30 min. 
                                             2 h 45 min. 
                                             2 h 55 min. 
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Nach Erreichen einer OD von 0,45-0,55 wurden die Bakterien in Eiswasser zwei Stunden gekühlt und 
anschließend 15-20 min. bei 4°C und 2,500 x g zentrifugiert. Im nachfolgenden Schritt wurden die 
Bakterien in 10-20 ml eiskaltem Titrationspuffer resuspendiert und danach mit demselben Puffer auf 
500 ml verdünnt. 
Ansatz für den Titrationspuffer: 
 100 mM CaCl2 
  70 mM MgCl2 
  40 mM NaAcetat pH 5.5 
steril filtrieren und bei 4°C lagern, frisch ansetzen 
 
Daraufhin wurden die Zellen für 45 min. auf Eis inkubiert, bei 1,800 x g für 10 min. zentrifugiert und 
vorsichtig in eiskaltem Titrationspuffer resuspendiert. Anschließend wurde tropfenweise 80 %iges 
Glycerol bis zu einer Endkonzentration von 15 % (v/v) hinzugefügt. Abschließend wurden die 
Bakterien in vorgekühlte 2 ml Reagiergefäße aliquotiert, auf Trockeneis gekühlt und bei -80°C 
gelagert. 
 
2.1.10 Plasmide/ Primer/ Oligonukleotide/ Proteine 
YB-1-GFP Konstrukte  K. Jurchott, Max-Delbrück Center, Berlin 
pEGFP-N1  BD Biosciences Clontech, Heidelberg,  
dsRed-markierte Konstrukte: 
P 1-57, P 52-101, P 52-146, P 96-146... 
P 276-292, P 185-194,  hergestellt und ausgewertet durch Sandra 
  Martinkus, Promotionsarbeit 
pSG-5  Startagene, Heidelberg 
pSG-5-YB-1  (Mertens, Steinmann et al. 2002) 
F87B2P  (Mertens, Steinmann et al. 2002) 
Col 2,3  in den pGL3-Promoter (promega) subkloniert 
alle verwendeten Primer und Oligonukleotide  Invitrogen, Karslsruhe 
 
2.2 Experimentelle Methoden 
2.2.1 Zellkultur 
Eine zuvor beschriebene, spontan immortalisierte Ratten Mesangialzelllinie (Mertens, 
Harendza et al. 1997) wurde in RPMI 1640 Medium mit 10 Volumenprozent fetalem 
Kälberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin, 
kurz Vollmedium, bei 37 °C, gesättigter Luftfeuchtigkeit und einer Kohlenstoffdioxid-
Konzentration von 5 % kultiviert. Als Zellkulturgefäße wurden sterile 250 ml-
Zellkulturflaschen verwendet. Alle Lösungen wurden vor Verwendung auf 37°C im 
Wasserbad erwärmt. Sämtliche Arbeitsschritte erfolgten unter Einhaltung steriler 
Bedingungen in einer sterilen Werkbank. Der Mediumwechsel erfolgte alle drei bis vier Tage. 
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Dabei wurde das Medium aus den 250 ml-Zellkulturflaschen abgesaugt, die Zellen mit 10 ml 
eiskalter phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) ohne Magnesium- und Calciumchlorid 
gewaschen und 10-12 ml RPMI- Medium erneut auf die Zellen gegeben. Bei einer Konfluenz 
von ca. 80-90 % wurden die Zellen passagiert. Dabei wurden die Zellen nach dem 
Waschvorgang mit 3 ml 0,25 % Trypsin- EDTA Lösung bei 37 °C für 1-2 Minuten inkubiert. 
Nach der lichtmikroskopischen Kontrolle des Ablösens der Zellen von ihrer Unterlage wurde 
der Andauvorgang durch die Zugabe von 9 ml Vollmedium beendet, die Zellsuspension 
mehrmals in eine 10 ml Pipette gesogen und daraufhin 5 Minuten bei 4 °C und 1200/min 
zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt, die Zellen in 10 ml Vollmedium 
resuspendiert und in einer Verdünnung von 1:10 erneut in 250 ml-Zellkulturflaschen ausgesät 
und weiter im Brutschrank kultiviert. 
 
Die Kultivierung der NIH 3T3 Zellen erfolgte analog zu den Rattenmesangialzellen. 
 
Die Kultivierung der HeLa Zellen erfolgte in D-MEM Medium (Gibco) mit 10 
Volumenprozent fetalem Kälberserum FCS, 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin 
kultiviert. Die Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C, gesättigter Luftfeuchtigkeit und 
einer Kohlenstoffdioxid-Konzentration von 5 % gelagert. 
  
2.2.2 Transiente Transfektion mit Fugene-6 Transfection Reagent® (Roche) 
Die transiente Transfektion der Plasmid-DNA in den RMC wurde mit  FUGENE-6 
Transfection Reagent® durchgeführt. Zellen wurden dafür im Brutschrank in 250 ml 
Zellkulturflaschen mit oben beschriebenem Medium kultiviert. Sobald eine Konfluenz von 
etwa 80 % erreicht wurde, erfolgte die Trypsinisierung und anschließendes Aussäen einer 
1:100 Verdünnung der Zellsuspension auf Deckgläschen, die sich in 6-Loch Platten mit 2 ml 
Vollmedium (s.o.) befanden. Am nächsten Tag wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 
je 2 ml PBS gewaschen und 2 ml RPMI-Medium ohne Zusätze eingefüllt. Die Transfektion 
von 2 μg Plasmid erfolgte mit Fugene entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Roche). 
Pro Loch wurden in einem 1,5 ml Reagiergefäß der Firma Eppendorf 2 µg Plasmid-DNA mit 
RPMI-Medium ohne Zusätze auf 50 µl aufgefüllt und in einem zweiten Reaktionsgefäß je 3 
µl Fugene vorsichtig mit 47 µl RPMI-Medium vermengt und für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Plasmid-DNA-Medium-Gemisch dem 
Fugene-Medium Gemisch zugefügt und für weitere 15 Minuten bei gleichen Bedingungen 
inkubiert. Daraufhin wurde der Reaktionsansatz auf die Zellen getropft. 4-6 Std. nach 
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Transfektion wurde das Medium abgesaugt und durch RPMI-Medium mit 10 % FCS ersetzt. 
Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden die Zellen nach Entfernung des Mediums 
fixiert (siehe 2.2.4). 
 
2.2.3 Transfektion mit Calciumphosphat 
Die transiente Transfektion der HeLa Zellen erfolgte mit Calciumphosphat. Die Zellen 
wurden im Brutschrank unter den oben genannten Bedingungen mit dem zugehörigen 
Medium kultiviert und bei ausreichender Konfluenz von etwa 80 % auf der unter 2.2.2 
geschilderten Weise in 6-Lochplatten überführt. Vor Transfektion wurden 3 ml frisches 
Vollmedium auf die Zellen geträufelt. Die Transfektion in Flaschen erfolgte in 10 ml frischem 
Vollmedium. Die Transfektionsansätze wurden in zwei verschiedenen Polystyrolröhrchen 
angelegt.  
 
 Ansatz für Flaschen (75 cm2) Dreifach-Ansatz für 6-Loch Platten 
1. Röhrchen 240 µl           2x HBS 217,5 µl  2x HBS 
2. Röhrchen 210 µl           TE Puffer 
abzüglich Volumen der Plasmid DNA 
190,5 µl  TE Puffer abzüglich Volumen 
der Plasmid DNA 
 20 µg            DNA 4 µg                     DNA 
 30 µl        Calciumchlorid 27 µl               Calciumchlorid 
 
Tabelle 5: Pipettierschema der Calcium-Phosphat-Transfektion 
 
Zuerst wurde der TE-Puffer in das zweite Röhrchen vorgelegt, die Plasmid-DNA direkt in die 
Flüssigkeit hineinpippetiert und anschließend das Calciumchlorid langsam unter Schütteln auf 
niedriger Stufe eines Vortex-Gerätes hinzugetropft. Jetzt wurde dieses Reaktionsgemisch auf 
die gleiche Weise zu dem Inhalt des ersten Röhrchens hinzugefügt. Anschließend wurde der 
Ansatz verschlossen für 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die 
Flüssigkeit nochmals mit der Pipette gemischt und vorsichtig direkt auf die Zellen gegeben. 
Zum Schluss wurden noch 1 µl Chloroquin pro ml Medium hinzugegeben, sodass Präzipitate 
sichtbar wurden. Daraufhin wurden die Zellen für 5 Stunden bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert. Nachdem dieser Zeitraum abgelaufen war, wurde das Medium durch frisches 
Vollmedium erneuert. Abschließend wurden die Zellen 48 Stunden nach Transfektion wie im 
Folgenden unter 2.2.4 beschrieben fixiert. 
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2.2.4 Fixierung und Färbung mit Propidiumjodid 
Die transfizierten Zellen wurden nach 48 Stunden zwei Mal mit je 2 ml PBS 
(Raumtemperatur) gewaschen und im Anschluss mit je 2 ml 4 %igem Paraformaldehyd in 
PBS zur Zellfixierung auf den Deckgläschen beschichtet. Für eine halbe Stunde wurden die 
Zellen lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmaligem Waschen mit PBS 
wurden pro Vertiefung 1 ml PBS und 5 μl Propidiumjodid (0,5 mg/ml) für 10 min. auf die 
fixierten Zellen gegeben. Im folgenden Schritt wurde mehrmals mit PBS gewaschen und das 
Deckgläschen mit der Pinzette aus der Vertiefung der 6-Loch-Platte herausgenommen und mit 
einem Tropfen Immu Mount auf einem Objektträger fixiert. Die Objektträger wurden 
lichtgeschützt im Kühlschrank aufbewahrt, bis das Mounting-Medium nach ca. einem Tag 
gehärtet war. Anschließend konnten die Objektträger mit Hilfe des konfokalen Laser-
Scanning Mikroskops ausgewertet werden. 
 
2.2.5 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie 
Die fixierten Rattenmesangialzellen wurden am Laser-Scanning Mikroskop Axiovert 100 von 
Zeiss mikroskopiert. Digitale Bilder wurden mit der Software LSM 510 Meta von Zeiss 
angefertigt. Die Anregung der fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte mit Argon und HeNe1 
Lasern. In der folgenden Tabelle sind die Anregungs- und Emissionswellenlängen, die für die 
einzelnen Fluoreszenzproteine/-farbstoffe eingestellt wurden, aufgeführt: 
 
 Anregungswellenlänge Emissionswellenlänge 
GFP 
(green fluorescent protein) 
488 nm 505-550 nm 
Propidiumjodid/dsRed 543 nm 552-627 nm 
CFP  
(cyan fluorescent protein) 
458 nm 475-525 nm 
TRITC 523 nm 552-627 nm 
 
Tabelle 6: Anregungs- und Emissionswellenlängen der Fluoreszenzfarbstoffe 
 
2.2.6 Zellzyklusinhibitoren 
Die Rattenmesangialzellen wurden wie unter 2.2.2 beschrieben in 6-Loch-Platten mit 2 µg 
GFP-YB-1 mit Hilfe von Fugene transfiziert. Vier Stunden nach Transfektion wurde das 
Medium durch frisches RMPI-Medium mit 1 % FCS ersetz. 24 Stunden nach Transfektion 
wurden die Zellen mit den Zellzyklusinhibitoren für cdk1 und cdk2 nach folgendem Schema 
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in steigender Konzentration behandelt. 48 Stunden nach Transfektion erfolgte die Fixierung 
der Zellen. 
 
Zellzyklusinhibitor Konzentration Hersteller 
Cdk1    2 µM 
 10 µM 
 50 µM 
Calbiochem 
Cdk2 100 nM 
  50 µM 
    5 µM 
Calbiochem 
 
Tabelle 7: Zellzyklusinhibitoren mit eingesetzten Konzentrationen und Herstellerangaben 
 
2.2.7 Stimulierung mit Thrombin, PDGF-BB, Aldosteron und Angiotensin II 
Rattenmesangialzellen wurden nach Transfektion von YB-1-GFP (siehe 2.2.2) für 
unterschiedliche Zeiträume mit Thrombin, PDGF-BB, Aldosteron und Angiotensin II 
stimuliert, fixiert, eingedeckelt und unter dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop 
ausgewertet.  
Hela Zellen wurden mit Hilfe von Calciumphosphat (2.2.3) transfiziert. YB-1-GFP bzw. die 
Konstrukten P 52-101 und P 52-146 wurden eingebracht und nach den im Folgenden 
angegebenen Zeitschemata mit oben genannten Substanzen behandelt. 
 
 Konzentration Dauer (min.) Hersteller 
Thrombin, 
Human Plasma 
10 U/ml    5 min. 
 15 min. 
120 min. 
Calbiochem 
PDGF-BB, 
human 
50 ng/ml   15 min. 
  30 min. 
120 min. 
  18 h 
  24 h 
Sigma 
Aldosteron 10-9 molar    5 min. 
120 min. 
Clinalfa 
Angiotensin II  10-7 molar    5 min. 
120 min. 
Sigma 
Aldosteron + 
Angiotensin II 
10-9 molar 
10-7 molar 
   5 min. 
 30 min. 
120 min. 
240 min. 
300 min. 
360 min. 
Clinalfa 
Sigma 
 
Tabelle 8: Stimulantien mit eingesetzten Konzentrationen, Behandlungsdauer und Herstellerangaben 
Durchführung in Rattenmesangialzellen und Fibroblasten
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HeLa Zellen Konzentration Dauer Hersteller 
Thrombin, 
Human Plasma 
10 U/ml   15 min. 
120 min. 
Calbiochem 
PDGF-BB, 
human 
50 ng/ml  15  min. 
 60  min. 
Sigma 
Aldosteron 10-9 molar    5  min. 
120 min. 
Clinalfa 
Angiotensin II  10-7 molar    5  min. 
120 min. 
Sigma 
Aldosteron + 
Angiotensin II 
10-9 molar 
10-7 molar 
   5  min. 
120 min. 
180 min. 
300 min. 
Clinalfa, Sigma 
 
Tabelle 9: Stimulanzien mit eingesetzten Konzentrationen, Behandlungsdauer und Herstellerangaben 
Auswertung in HeLa Zellen 
 
 
 
 
2.2.8 Herstellung von Konstrukten mittels PCR, die potentielle NES enthalten 
Hierzu wurden die von der Firma Invitrogen hergestellten Primer mit A. dest gelöst und auf 
20 pmol/µl verdünnt. Das für die cDNA von YB-1 kodierende Deletionskonstrukt wurde auf 
10 ng/µl verdünnt. 
 
Konstrukt 5` Oligoprimer 3` Oligoprimer 
P 1-57 CGGAATTCCGATGAGCAG 
CGAGGCCGAGA 
CGGGATCCCGCTTCGTTG 
CGATGACCTTCT 
P 1-101 CGGAATTCCGATGAGCAG 
CGAGGCCGAGA 
CGGGATCCCGGCGAAGGT 
ACTTCCTGGGG 
P 52-101 CGGAATTCCGATGAAGAA 
GGTCATCGCAACGAAG 
CGGGATCCCGGCGAAGGT 
ACTTCCTGGGG 
P 52-146 GGAATTCCAAGAAGGTCAT 
CGCAACGAA 
CGGGATCCCGTCTATAATGG 
TTACGGTCTGCTGC 
P 69-146 GGAATTCCATGAGGAACG 
GATATGGTTTCATC 
GATCCGATGAAACCATATCCG 
TTCCTCATG 
P 89-146 GGAATTCCATGACTGCCAT 
AAAGAAGAATAACC 
GATCCCCTTATTCTTCTTTATGG 
CAGTCATG 
P 96-146 CGGAATTCCGATGCCCAG 
GAAGTACCTTCGCAG 
CGGGATCCCGTCTATAATG 
GTTACGGTCTGCTGC 
  
Tabelle 10: Verwendete Primer für die Herstellung der potentiellen NES-Konstrukte in GFP 
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In einem Gesamtvolumen von 50 µl wurde folgende PCR-Reaktion angesetzt: 
 5 µl  10 x Puffer (der Taq- Polymerase) 
 1 µl YB-1-GFP (10 ng/µl) 
 1µl  dNTP (10 mM) 
 2,5 µl 5‘Primer (20 pMol) 
 2,5 µl 3‘Primer (20 pMol) 
 0,3 µl Taq Polymerase (2 U) 
 1,5µl Magnesiumchlorid 
 mit A. dest auf 50 µl auffüllen 
Danach erfolgte die dargestellte thermische Behandlung: 
 5 Minuten bei 95 °C; initiale Denaturierung 
anschließend 35 Zyklen unter folgenden Bedingungen: 
 1 Minute bei 95 °C; Denaturierung 
 1 Minute bei 62 °C, Annealing 
 1 Minuten bei 72 °C; Synthese 
 8 Minuten bei 72 °C; finale Synthese  
 Abkühlen auf 15 °C. 
Die erfolgreiche Amplifikation wurde durch eine elektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte und Detektion der kalkulierten DNA-Fragmentlängen im 2 % Agarose-Gel bestätigt. 
Dazu wurde 2 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer in der Mikrowelle durch Erhitzen gelöst, mit 
50 ng/ml Ethidiumbromid versetzt und diese Flüssigkeit in eine Gelkammer mit Kamm 
gegossen. Die PCR-Produkte wurden mit 3 µl Ladepuffer versetzt, in die Taschen des Gels 
geladen und sofort in TAE-Puffer bei 80 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. In eine Tasche 
wurde als Größenstandard ein 100 bp DNA-Längenstandard pipettiert. Die Fragmente der 
entsprechenden Größe wurden ausgeschnitten und aus dem Gel mit dem QuiaEx-Gel-
Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Um die mit der PCR hergestellten 
Fragmente in den Vektor EGFP-N1 zu subklonieren, wurde ein Verdau mit den 
Restriktionsenzymen EcoR I und BamH I nach folgendem Schema angefertigt: 
 30 µl  des aufgereinigten Fragments  
   3 µl  EcoR I (10 U/µl) 
   3 µl  BamH I (10 U/µl) 
 10 µl  10 x One-Phor-All- Puffer (OPA) 
   4 µl A. dest. 
Dieser Verdau wurde über Nacht bei 37°C durchgeführt und am nächsten Tag für 15 Minuten 
zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme auf 65°C erhitzt. Danach wurde die DNA mit 
Natriumazetat und Ethanol präzipitiert. Dazu wurde den Probenvolumen der Anteil von ½ 
Volumen Natriumazetat-Lösung (3 M, pH 5,2) und der Anteil von 2 ½ Volumen 100 % 
Ethanol (-20 °C gekühlt) hinzugefügt, die Lösung kurz gemischt und für 2 Stunden bei - 80 
°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 30 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert, die Pellets mit 70 % Ethanol gewaschen, weitere 15 Minuten bei 14000 rpm 
Material und Methoden                                                                                                             41 
zentrifugiert und bei 37 °C getrocknet. Die getrocknete und gereinigte DNA wurde in 20 µl 
sterilem H2O rekonstituiert und ihre Konzentration in einem 2 %igen Agarose-Gel mit der 
Smart-Leiter (Eurogentec, Seraing Belgien) als Konzentrationsstandard gemessen. 
 
Für den Verdau des EGFP-N1- Vektor wurden benötigt: 
 2 µg  Vektor 
 1 µl  EcoRI (10U/µl) 
 1 µl  BamHI (10U/µl) 
 2 µl  10 x OPA-Puffer 
mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 10 µl 
aufgefüllt 
Auch hier wurde das dem Vektor entsprechende Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und 
mit dem QuiaEx-Gel-Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Danach 
wurde die DNA mit Natriumazetat und Ethanol wie oben beschrieben präzipitiert. Die 
getrocknete und gereinigte DNA wurde in 10 µl sterilem H2O rekonstituiert und ihre 
Konzentration in einem 2 % Agarose-Gel mit der Smart-Leiter SF (Eurogentec, Seraing 
Belgien) als Konzentrationsstandard gemessen. 
 
Die Ligation wurde wie folgt durchgeführt: 
 50 ng  EGFP-Vektor 
4   ng Insert (NES-Fragmente der PCR); 
  [molares Verhältnis: Vektor : Insert 1:2,5] 
 2  µl  Ligase-Puffer (5fach) 
 1  µl  DNA T4-Ligase (1 U/µl) 
 mit A. dest auffüllen auf ein Gesamtvolumen von 10 µl 
 
Die Ligation wurde über Nacht bei 16°C oder für 2 Stunden bei 23°C durchgeführt. 
Anschließend wurden kompetente E. coli Bakterien (Top Ten kompetente Zellen, Invitrogen) 
mit dem Ligationsprodukt transformiert. Die Klone wurden gepickt, die Plasmide isoliert und 
die Inserts mittels Restriktionsverdau, Gelelektrophorese und Sequenzierung kontrolliert. 
Diese Methode wird im Folgen beschrieben. 
Für die Transformation wurden Agarplatten mit 100 µg/ml Kanamycin gegossen, bei 
Raumtemperatur getrocknet, mit Parafilm versiegelt und anschließend bei 4 °C gelagert. Das 
Luria Bertani Agar-Pulver (LB Agar) wurde nach Angaben des Herstellers in Aqua dest. 
gelöst, die Lösung bei 121°C autoklaviert, auf etwa 50°C abgekühlt und mit 100 µg/ml 
Kanamycin versetzt. 
Zur Transformation wurden die kompetenten Bakterien (Top Ten kompetente Zellen) 
langsam auf Eis aufgetaut, der Ligationsansatz vorsichtig in die Bakteriensuspension pipettiert 
Material und Methoden                                                                                                             42 
und für 30 Minuten auf Eis ruhen gelassen. Danach wurde das Gemisch für 30 Sekunden in 
ein 42°C warmes Wasserbad gehalten, für weitere 2 Minuten auf Eis gestellt und 
anschließend 500 µl LB-Medium (SOC) ohne Kanamycin pro Ansatz hinzugefügt. Die 
Bakterien wurden für 1 Stunde bei 37 °C im Thermomixer geschüttelt. Pro Transformation 
wurden 3 Agarplatten beimpft. Dazu wurde die Bakterienlösung auf 3 Agarplatten pipettiert, 
mit einem sterilen Drigalsky-Spatel verteilt und invertiert über Nacht im Brutschrank bei 37 
°C inkubiert. Durch die Kanamycinresistenz im EGFP-N1 Vektor können sich selektiv nur 
die Bakterien vermehren, die erfolgreich transformiert wurden. Eine Voranalyse der 
Bakterienkolonien wurde mittels Restriktionsverdau durchgeführt. Dazu wurden die einzelnen 
Kolonien am nächsten Tag mit sterilen Impfösen gepickt und jede Kolonie in ein 15 ml 
Falcon-Röhrchen, welches zuvor mit 3 ml LB- Medium mit Kanamycin befüllt worden war, 
übertragen. Die Röhrchen wurden über Nacht auf dem Bakterienschüttler bei 37°C inkubiert. 
Am nächsten Tag wurden aus 2 ml der Bakteriensuspension mit dem QIAprep Spin Mini-Prep 
Kit® nach Angaben des Herstellers die Plasmide isoliert. Die DNA-Konzentration im 
Photometer bei 260/280 nm bestimmt und ein Restriktionsverdau nach folgendem Schema 
angesetzt: 
 1 µg  Plasmid-DNA 
 1 µl  EcoR I (10 U/µl) 
 1 µl  BamH I (10 U/µl) 
 3 µl  10-fach OPA- Puffer 
 H2O aufgefüllt auf ein Volumen von 10 µl 
 
Dieser Ansatz wurde für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Analyse der verdauten Produkte 
erfolgte mit einer Agarosegel-Elektrophorese. Die so detektierten Fragmente wurden mit den 
zu erwartenden Längen der klonierten Inserts verglichen. Mit dem restlichen Volumen aus der 
Bakteriensuspension wurden Glycerinkulturen zur Lagerung der hergestellten 
Deletionskonstrukte angelegt. Dazu wurden in 2 ml Pipettiergefäßen 200 µl 100 %iges 
Glycerin und 800 µl aus der Bakteriensuspension gemischt. Dieses Gemisch wurde bei -70°C 
im Eisschrank aufbewahrt. Die durch die Restriktionsanalyse vorselektionierten Plasmide 
wurden einer Sequenzanalyse unterzogen. Die Sequenzierung wurde von der Firma MWG-
Biotech (Mannheim, Deutschland) vorgenommen. Als Material wurden 2 µg der Plasmid-
DNA, die mit Natrium-Acetat und Ethanol präzipitiert und dann getrocknet wurde, zusammen 
mit dem Sequenzierprimer EGFP-CMV versandt. 
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2.2.9 PCR von GC-reichen DNA Sequenzen  
Da der N-terminale Bereich von YB-1 sehr GC-reich ist, wurde für die Klonierung der 
Konstrukte P 1-57 und P 1-101 und dem PCR-Ansatz die Substanz GC-Melt nach folgendem 
Schema (Tabelle 11) hinzugegeben. GC-Melt setzt die Denaturierungstemperatur der DNA 
herab und hilft daher, die energetisch sehr stabilen GC-Bindungen zu lösen. 
 
Konstrukt 5` Oligoprimer 3` Oligoprimer 
P 1-57 CGGAATTCCCATGAGCAGCGA 
GGCCGAGA 
CGGGATCCCGCTTCGTTGCGATGACCT
TCT 
P 1-101 CGGAATTCCGATGAGCAGCGA 
GGCCGAGA 
CGGGATCCCGGCGAAGGTACTTCCTGG
GG 
 
Tabelle 11: Verwendete Primer für die Herstellung des NES-Konstrukts in GFP mit GC-Melt 
 
Ansatz YB-1-GFP [μl] GC-Melt [μl] A. dest [μl] 
1 - - 20 
2 5 - 20 
3 5 5 [0,5 U] 15 
4 5 10 [1 U] 10 
5 5 15 [1,5 U] 5 
6 5 20 [2 U] - 
 
Tabelle 12: Pipettierschema bei Anwendung von GC-Melt 
 
Diesen unterschiedliche Konzentrationen GC-Melt enthaltenden Ansätzen wurden folgende 
Reagenzien hinzugefügt: 
 
    5 µl     10 x Puffer (der Taq- Polymerase) 
     1µl  dNTP (10 mM) 
 2,5 µl 5‘Primer (20 pMol) 
 2,5 µl 3‘Primer (20 pMol) 
 0,3 µl Taq Polymerase (2 U) 
  1,5µl Magnesiumchlorid 
 mit A. dest auf 50 µl auffüllen 
 
Im Anschluss wurde mit diesem Reaktionsansatz wie unter Kapitel 2.2.8 erläutert verfahren. 
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2.2.10 Herstellung von Plasmid-Konstrukten, die potentielle nukleäre 
Lokalisationssignale (NLS) enthalten  
Die Klonierung GFP-markierter Konstrukte, die potentielle nukleäre Lokalisationssignale 
enthalten, erfolgte mit dem Vektor EGFP-N1, der die Expression von Fusionsproteinen mit 
einer EGFP-Markierung am C-terminalen Proteinende ermöglicht. Es wurden annealte 
Oligonukleotide, die am 5‘ Ende eine Bgl II-Schnittstelle (GATC/A) und am 3‘ 
Oligonukleotid eine Eco R I-Schnittstelle (AATT/G) enthalten in den Bgl II und EcoRI 
verdauten Vektor kloniert. Die folgenden sense- und antisense-Oligonukleotide wurden in 
GFP kloniert: 
 
Konstrukt 5‘ Oligoprimer 3‘ Oligoprimer 
P 185-194 GATCTATGCGCCGGCCCTACCGCA
GGCGAAGGTTCCCACG 
AATTCGTGGGAACCTTCGCCTGCGGTAG
GGCCGGCGCATA 
P 250-292 CGATCCTAGGCTGTCTTTGGCGAG
GCATG 
GGAATTCCATGCCTCGCCAAAGACAGC
CTAG 
P 251-271 CGATCGCCAAAGACAGCCTAGAG
AGGACGGCAATGAAGATAAAGAA
AATCAAGGAGATGAGACCCA 
TGGTCTCATCTCCTTGATTTTCTTTATCT
TCTTCATTGCCGTCCTCTCTAGGCTGTCT
TTGGCG 
 
Tabelle 13: Verwendete Primer für die Herstellung potentieller NLS- Konstrukte mit GFP-Markierung 
 
Die Oligonukleotide wurden in Aqua dest. so gelöst, dass man eine Stammlösung von 3 
mg/ml erhielt. In ein PCR-Reaktionsgefäss wurden 48 µl 1-fach annealing-Puffer vorgelegt 
und dann je 1 µl eines einzelsträngigen Oligonukleotids für das herzustellende NLS-insert 
hinzu pipettiert und mit 100 µl Mineralöl überschichtet. Dieser Ansatz wurde für 4 Minuten 
auf  90°C in der PCR-Maschine erhitzt, dann 10 Minuten bei 70 °C inkubiert und 
anschließend pro Minute um 1°C auf 10°C abgekühlt, sodass sich die komplementären DNA-
Sequenzen aneinander binden konnten. Bei dieser Reaktion blieben die o.g. 
Enzymschnittstellen als Überhänge bestehen. Nun wurde ein sequenzieller Restriktionsverdau 
des Vektors mit sequenzieller Ligation durchgeführt. 
 
Verdau des Vektors:   2 µl EGFP-N1 Vektor 
  1 µl EcoRI (10 U/µl) 
  1 µl Bgl II 
  2 µl  10-fach OPA- Puffer  
  4 µl  H2O 
 
Dieser Ansatz wurde für 1 Std. bei 37°C inkubiert, anschließend wurden die Enzyme für 15 
min. bei 65°C denaturiert. 
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Ligation:    2   µl  annealed Primer 
  50 ng  verdauter Vektor 
  2   µl  5-fach Ligasepuffer 
  1   µl  T4- Ligase (1 U/µl) 
  mit A. dest auffüllen auf 10 µl 
 
Dieser Ansatz wurde für 3 Std. bei 23°C inkubiert oder alternativ über Nacht bei 16°C. 
 
Anschließend wurden kompetente E. coli Bakterien (Top Ten kompetente Zellen) mit dem 
Ligationsprodukt transformiert (wie unter 2.2.8 beschrieben), am nächsten Tag gewachsene 
Kolonien gepickt und zur DNA-Isolierung in den QIAprep Spin Mini-Prep Kit® eingesetzt. 
Des Weiteren wurde mit der isolierten DNA ebenso verfahren wie unter 2.2.8. 
 
Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma MWG Biotech. Zur Aufbewahrung wurden wie 
oben beschrieben Glycerinkulturen angelegt. 
 
2.2.11 Herstellung von Plasmid-Konstrukten, die potentielle nukleäre Exportsignale 
(NES) enthalten  
Die Herstellung dieser Konstrukte erfolgte analog der unter 2.2.10 beschriebenen 
Vorgehensweise unter Verwendung der nachfolgend aufgeführten Oligonukleotide. 
 
Konstrukt 5‘ Oligoprimer 3‘ Oligoprimer 
P 10-30 AATTCATGCCGCCCGCCGCCC 
CCCCCGCCGCCCCC GCCCTCA 
GCGCCGCCGACACCAAGCCC 
GGCACTACG 
GATCC GTAGTGCCGGGCTTGGT 
GTCGGCGGCGCTG AGGGCGGG 
GGCGGCGGGGGGGGCGGCGGG 
CGGCATG 
P 10-20 AATTCATGCCGCCCGCCGCCC 
CCCCCGCCGCCCCCACTACG 
GATCCGTAGTGCCGGGCTTGGT 
GTCGGCGGCGCTGTCATG 
P 30-50 AATTCATGACGGGCAGCGGCGCA 
GGGAGCGGTGGCCCGGGCG 
GCCTCACATCGGCGGCGCCT 
GCCGGCGGG 
GATCCCCGCCGGCAGGCGCCG 
CCGATGTGAGGCCGCCCGGGC 
CACCGCTCCCTGCGCCGCTGCC 
CGTCA 
P 21-40 AATTCATGAGCGCCGCCGAC 
ACCAAGCCCGGCACTACGG 
GCAGCGGCGCAGGGAGCGG 
TGGCCCGGGCGGG 
GATCCCCGCCCGGGCCACCGCT 
CCCTGCGCTGCCCGTAGTGCCG 
GGCTTGGTGTCGGCGGCGCTCA 
TG 
P 41-60 AATTCATGGGCCTCACATCGG 
CGGCGCCTGCCGGCGGGGACA 
AGAAGGTCATCGCAACGAAG 
GTTTTG  
GATCCAAAACCTTCGTTGCGATGA 
CCTTCTTGTCCCCGCCGGCAGGCG 
CCGCCGATGTGAGGCCCATG 
P 89-109 AATTCATGACTGCCATAAA 
GAAGAATAACCCCAGGAAG 
TACCTTCGCAGTGTAGGAG 
ATGGAGAGACTGTG 
GATCCACAGTCTCTCCATCTC 
CTACACTGCGAAGGTACTTCC 
TGGGGTTATTCTTCTTTATGGC 
AGTCATG 
P 100-109 AATTCATGCTTCGCAGTGTAG 
GAGATGGAGAGACTGTG 
GATCCACAGTCTCTCCATCTC 
CATCACTGCGAAGCATG 
 
Tabelle 14: Primer für die Herstellung der potentieller NES- Konstrukte mit GFP-Markierung
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2.2.12 Herstellung von Konstrukten, die das Spaltfragment P 220-317 enthalten 
Wie oben beschrieben wurde das GFP markierte Konstrukt P 220-317 in den EGFP-N1 
Vektor subkloniert und mit den Restiktionsenzymen Bam H1 und Bgl II geschnitten. 
Das Konstrukt pSG-5-YB-1 (220-317) wurde in den pSG-5 Vektor subkloniert und mit den 
Enzymen Bam H1 und Bgl II geschnitten. 
 
Konstrukt 5‘ Oligoprimer 3‘ Oligoprimer 
P 220-317 GAAGATCTTCATGGAGGGTGC 
TGACAACCAG 
GAAGATCTTCATGGAGGGTGC 
TGACAACCAG 
pSG-5-YB-1 
(220-317) 
CGGGATCCCGATGGAGGG 
TGCTGACAACCAG 
GAAGATCTTCTTACTCGGGAGCG 
GACGAATTCTC 
 
Tabelle 15: Primer für die Herstellung der Spaltfragment-Konstrukte 
 
 
2.2.13 Mutationen 
Nach dem gleichen Protokoll (2.2.10) wurden sechs weitere NLS-Konstrukte hergestellt, die 
von der Sequenz des Konstrukts PNLS 276-292 ausgehen. Die Sequenzen der Oligonukleotide 
lauten wie folgt: 
 
Konstrukt 5‘ Oligoprimer 3‘ Oligoprimer 
PNLS276-292 I AATTCATGCCACCTCAAC 
GTCGGTACCGCCGCCCG 
GATCCGGGCGGCGGTACCG 
ACGTTGAGGTGGCATG 
PNLS276-292 II AATTCATGCGACGCAGAC 
GCCCACCG 
GATCCGGTGGGCGTCTGCG 
TCGCATG 
PNLS276-292 III 
 
AATTCATGCCACCTCAACGTC 
GGTACCGCCGCCGACGCAGAC 
GCCCACCG  
GATCCGGTGGGCGTCTGCGTC 
GGCGGCGGTACCGACGTTGAG 
GTGGCATG 
PNLS276-292 IV AATTCATGCCACCTCAACGTC 
GGTACCGCCGCGGCAACTTCAA 
TTACGGCGACGCAGACGCCCAC 
CG  
GATCCGGTGGGCGTCTGCGTC 
GGCCGTAATTGAAGTTGCCGC 
GGCGGTACCGACGTTGAGGTG 
GCATG 
PNLS276-292 V AATTCATGCCACCTCAACGTC 
GGTGCCGCCGCAACTTCAATTA 
CCGACGCAGACGCCCACCG 
GATCCGGTGGGCGTCTGCGTC 
GGTAATTGAAGTTGCGGCGGA 
ACCGACGGTGAGGTGGCATG 
PNLS276-292 VI 
 
AATTCATGCCACCTCAACGTC 
GGTACCGCCGCAACTTCAATTT 
CCGACGCAGACGCCCACCG 
GATCCGGTGGGCGTCTGCGTC 
GGAAATTGAAGTTGCGGCGGT 
ACCGACGTTGAGGTGGCATG 
 
Tabelle 16: Verwendete Primer zur Herstellung der NLS-Mutationskonstrukte 
Mutierte Aminosäuren sind fett gedruckt 
 
Die Herstellung dieser Konstrukte erfolgte wie unter 2.2.10 beschrieben.
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2.2.14 Western Blot 
Zur Proteindetektion und –auftrennung wurde eine denaturierende SDS-Polyacrylamid 
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Das Gel besteht aus zwei Teilen: in dem oberen 
Stacking Gel werden die Proteine gesammelt und in dem unteren Resolving Gel erfolgt ihre 
Auftrennung. 
Die Biorad Gelelektrophorese-Apparatur wurde nach Angaben des Herstellers 
zusammengebaut. Das 10 %ige Resolving Gel wurde zwischen die beiden Glasplatten bis 1 
cm unterhalb des oberen Randes gegossen und mit A. dest. überschichtet, um eine ebene 
Geloberfläche zu erhalten.  
 
Anzahl der Gele 2 4 
H2O2 4 ml 8 ml 
Resolving Puffer 2,5 ml 5 ml 
SDS 10 % 100 μl 200 μl 
Acryl-/Bisacrylamid 30% 3,4 ml 6,8 ml 
TEMED 10 μl 20 μl 
APS 10% 100 μl 200 μl 
 
Tabelle 17: Ansätze für 10 %ige Resolving Gele 
 
Nachdem das Gel nach etwa 30 min. vollständig polymerisiert war, wurde das Wasser 
abgegossen bzw. mit Filterpapier abgesaugt und das Stacking Gel bis knapp unter den Rand 
der kleineren Glasplatte gefüllt. Anschließend wurde der Biorad-Kamm zur Formung der 
Geltaschen eingesetzt.  
 
Anzahl der Gele 2 4 
H2O2 2,4 ml 4,8 ml 
Stacking Puffer 1,0 ml 2,0 ml 
SDS 10 % 40 μl 80 μl 
Acryl-/Bisacrylamid 30 % 520 μl 1040 μl 
TEMED 5 μl 10 μl 
APS 10 % 50 μl 100 μl 
 
Tabelle 18: Ansätze für 10 %ige Stacking Gele 
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Nach einer Polymerisationszeit von wiederum etwa 30 min. wurden die Glasplatten mit dem 
Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt und die Bioradkammer mit 1x SDS-
Running-Puffer befüllt. Die Proben und der Rainbow Marker, der als Größenstandard dient, 
wurden 1:1 mit dem Sample-Puffer gemischt und im Thermoblock bei 95°C für etwa 3 min. 
erhitzt. Im Anschluss wurden die Taschen der Gelkammern mit den Proben beladen und das 
Gel an einer Spannung von 100 V für ca. 1 ½ Stunden zur Passage des Stacking Gels und an 
150 V zum Durchlaufen des Resolving Gels angeschlossen. Im nächsten Schritt wurden die 
Glasplatten mit den Gelen aus der Apparatur entnommen, die vordere Glasplatte mitsamt dem 
oberen Sammelgel wurde entfernt und die hintere Glasplatte mit dem aufliegenden Trenngel 
kurz in Transferpuffer gelegt. Um die aufgetrennten Proteine mittels Antikörper erkennen zu 
können erfolgte der Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran. Hierfür ist folgender 
Sandwich-Aufbau nötig: 
 
Kathode  
Schwamm  
Whatman-Filter  
Nitrocellulose-Membran  
SDS-Gel 
Whatman-Filter 
Schwamm 
Anode 
 
Zuvor wurden Whatman-Filter und Schwämme in Transferpuffer eingeweicht. Der Transfer 
erfolgte für etwa 1 ½ Stunden bei 4°C und 100 V in einer mit Transferpuffer gefüllten 
Kammer. Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran in TTBS-Puffer gewaschen, die 
Membran in 5 %iger Magermilch bei Raumtemperatur über 2 Stunden geblockt und erneut 
drei Mal jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen. Der 1. Antikörper wurde in TTBS-
Puffer verdünnt, für 6-8 Stunden oder über Nacht auf die Nitrozellulosemembran gegeben und 
bei 4°C und 150 rpm inkubiert. Nach erneutem Waschen der Membran (drei Mal jeweils 10 
Minuten in TTBS) wurde der Peroxidase-gekoppelte Sekundär-Antikörper in TTBS-Puffer 
auf die Membran gegeben und für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss 
wurde abermals die Membran drei Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen.   
 
Antikörper Konzentration 
anti-GFP 1:5000 
anti-mouse, HRP-linked 1:5000 
 
Tabelle 19: eingesetzte Antikörper und ihre Verdünnung 
 
Die Entwicklung des Blots erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham). 
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Entfernung eines Antikörperkomplexes zur Rehybridisierung einer Membran mit einem 
zweiten Antikörper (Strippen): 
Hierfür wurde die Membran 5 min. auf dem Schüttler in TTBS gewaschen und anschließend 
zwei Mal 30 min. in Stripping-Puffer inkubiert. Danach erfolgte erneut ein Waschvorgang 
über 30 min. in TTBS und 30 min. mit 5 % Magermilch in TTBS zum Blocken. Daraufhin 
wurde die Membran nochmals für 5 min. in TTBS gewaschen und der 1. Antikörper über 
Nacht hinzugegeben. Weiteres Vorgehen nach dem Western Blot Protokoll. 
 
2.2.15 Immunfluoreszenz 
48 Stunden nach Transfektion mit Fugene in 6-Lochplatten wurden die Rattenmesagialzellen 
mit PBS gewaschen, für 30 min. bei Raumtemperatur mit 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert 
und anschließend mit PBS-CM (PBS + 0,1 mM CaCl2 + 1 mM MgCl2) gewaschen. 
Nachfolgend wurde je 5 min. mit PBS-CM + 0,1 % Triton X-100 und mit 50 mM (NH4)2SO4 
in PBS-CM + 0,1 % Triton X-100 bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde mit PBS-CM 
+ Triton X-100 gewaschen, 30 min. mit PBS-CM + 0,1 % Triton X-100 + 0,2 % Magermilch 
inkubiert und erneut mit PBS-CM/ Triton gewaschen. Im nächsten Schritt wurden auf jedes 
Deckgläschen etwa 150 μl α-smooth muscle Aktin Antikörper gegeben und für 30 min. in 
einer feuchten Kammer und im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 
die Zellen zweimal für 5 min. mit PBS-CM + Triton X-100 + 0,2 % Magermilch gewaschen. 
Danach wurden die Zellen mit 150 μl des monoklonalen TRITC-markierten Zweitantikörpers 
für 30 min. in einer feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit 
PBS-CM + 0,1 % Triton X-100 + 0,2 % Magermilch gewaschen. Danach wurde noch einmal 
mit PBS-CM und einmal mit A. dest. gewaschen. Schließlich wurden die Deckgläschen mit 
Immu Mount auf Ojektträgern fixiert. 
 
2.2.16 Zelllysat 
HeLa Zellen wurden wie unter 2.2.3 beschrieben in Flaschen mit YB-1-GFP nach der 
Calcium-Phosphat-Methode transfiziert. Während ein Ansatz unbehandelt blieb, wurde der 
zweite für 120 min. mit Aldosteron (10-9 molar) und Angiotensin II (10-7 molar) je 10 μl pro 
ml Medium stimuliert. 48 Std. nach Transfektion erfolgte die Zelllyse. Die Zellen wurden mit 
5 ml PBS gewaschen und in 500 μl RIPA Puffer mit Proteinaseinhibitoren (10 ml RIPA mit 1 
Tablette complete mini (Roche)) mit Hilfe eines Skrabbers von der Unterlage gelöst. 
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Anschließend wurden die Zellwände mit einer 2 ml Spritze aufgebrochen. Nachdem sie 15 
min. im Überkopfschüttler bei 4 °C inkubiert und weitere 15 min. bei 4°C und 14000 rpm 
zentrifugiert wurden, konnte der Überstand in ein frisches Reagiergefäß überführt werden. 
Danach wurde eine Proteinbestimmung vorgenommen (siehe Anhang). Zur genaueren 
Differenzierung wurde das Zelllysat in einem neuen Ansatz in die zytoplasmatische und 
nukleäre Fraktion aufgeteilt. Hierfür wurden die unstimulierten und stimulierten Zellen 48 
Std. nach Transfektion mit 5 ml PBS gewaschen, abgeschabt, in 5 ml PBS aufgenommen und 
bei 12000 rpm bei 4°C für 6 min. zentrifugiert. Daraufhin wurde das Pellet in 1 ml PBS gelöst 
und erneut für 1 min. bei 2000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Auch nach diesem Schritt wurde 
der Überstand vorsichtig abpipettiert und verworfen.  
Für das Erlangen der zytoplasmatischen Fraktion wurden das Zellpellet in 200 μl Puffer A, 
der zuvor mit Proteaseinhibitoren versetzt worden war, aufgenommen, resuspendiert und 10 
min. auf Eis zum Schwellen gebracht. Danach wurde es für 10 sec. gevortext und 1 min bei 
2000 rpm und 4 °C vorsichtig zentrifugiert um die Kerne von der zytoplasmatischen Fraktion, 
die nun im Überstand enthalten war zu trennen. Im Anschluss wurde das, die Zellkerne 
enthaltende Pellet, erneut zweimal mit Puffer A gewaschen, in 100 μl Puffer C + 
Proteaseinhibitoren aufgenommen und 20 min. auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde das 
Kerngerüst 2 min. bei 14000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, so dass die gereinigten Kerne im 
Überstand enthalten waren. 
 
 
 
Proteinaseinhibitoren 
200 mM PMSF                            5 μl/ 5ml 
1 M DDT                                  2,5 μl/ 5ml 
100 mM Na-Vanadat                10 μl/ 5ml 
 
 
Tabelle 20: Für die Herstellung der zytoplasmatischen- und nukleären Fraktion benötigte 
Proteinaseinhibitoren 
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2.2.17 Luziferase 
Rattenmesangialzellen wurden wie unter 2.2.2 beschrieben mit Fugene in 6-Lochplatten mit 
unten genannten Plasmiden transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die 
Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, mit 200 μl reporter lysis buffer (Promega) lysiert und mit 
einem Zellschaber vom Boden der 6-Lochplatten gelöst. In einem Reagiergefäß wurden die 
lysierten Zellen 10 sec. gevortext und anschließend für 2 min. bei 4°C und 12000 x g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und bei – 80°C über Nacht gelagert. Am 
nächsten Tag wurden 50 μl des Luziferasereagenz in einem Röhrchen vorgelegt und mit 20 μl 
des Zelllysats vermischt. Die Messung erfolgte mit einem time delay von 2 sec. und einer 
Messzeit von 10 sec. 
 
1 μg F87B2P + 1 μg pSG-5 
1 μg F87B2P + 1 μg pSG-5 YB-1 
1 μg F87B2P + 1 μg pSG-5 YB-1 (220-317) 
1 μg F87B2P + 0,1 μg pSG-5 YB-1 (220-317) + 1 μg pSG-5 YB-1 
1 μg F87B2P + 0,5 μg pSG-5 YB-1 (220-317) + 1 μg pSG-5 YB-1 
1 μg F87B2P + 1 μg pSG--5 YB-1 (220-317) + 1 μg pSG-5 YB-1 
1 μg F87B2P + 0,5 μg pSG-5 YB-1 (220-317) 
1 μg F87B2P + 0,1 μg pSG-5 YB-1 (220-317) 
untransfiziert 
 
Tabelle 21: Pipettierschema zur Transfektion von Rattenmesangialzellen mit Fugene für den Luziferase-
Versuch 
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3. Ergebnisse 
3.1 Subzelluläre Lokalisation von Volllängen-YB-1 Protein und verschiedenen 
Proteindomänen in proliferierenden Rattenmesangialzellen 
3.1.1. Feinkartierung möglicher NES- und NLS-Motive innerhalb das YB-1 Proteins 
Um nukleäre Import- (NLS) oder Exportsignale (NES) im YB-1 Protein zu identifizieren, 
wurden in vitro Versuche mit proliferierenden Rattenmesangialzellen (rMC) als Modell für 
aktivierte Mesangialzellen durchgeführt. Mittels Transfektion wurde am 3’-Ende mit green 
fluorescent protein (GFP)-markiertes Volllängen-YB-1 bzw. GFP-markierte 
Deletionskonstrukte, die nur für Teile des YB-1 Proteins kodieren, in den rMC exprimiert. 
Die Lokalisation der verschiedenen Konstrukte wurde mit Hilfe des Laser-Scanning 
Mikroskops ermittelt. Auf diese Weise sollten die für die intrazelluläre Lokalisation 
verantwortlichen NES bzw. NLS im YB-1 Protein detektiert werden.  
Wir recherchierten in zwei verschiedenen Datenbanken nach potentiellen NES- bzw. NLS-
Sequenzen im YB-1 Protein. Die Suche in der Datenbank NetNES 1.1 (la Cour, Kiemer et al. 
2004) ließ eine potentielle NES im N-Terminus zwischen den Aminosäuren 100-109 
vermuten. Mit Hilfe des PSORT II Server (Horton and Nakai 1997) identifizierten wir vier 
potentielle NLS im C-Terminus: P 149-156, P 185-194, P 243-249, P 276-292. Davon ist die 
NLS 185-194 in ähnlicher Sequenz (AS 183-202) bereits beschrieben (Bader, Felts et al. 
2003), während P 243-249 nicht bestätigt werden konnten (Promotionsarbeit S. Martinkus). 
Die NLS 276-292 wurde von S. Martinkus verifiziert und in der vorliegenden Arbeit zur 
genaueren Charakterisierung einer Mutationsanalyse unterworfen (siehe 3.1.3). Die NLS 185-
194 zeigte sowohl mit einem dsRed-tag (Promotionsarbeit S. Martinkus) als auch mit einem 
GFP-tag hauptsächlich eine nukleäre Lokalisation, wobei diese mit dsRed-Markierung in der 
Mehrzahl der Zellen nachweisbar war.  
Das Konstrukt P 251-271 war vornehmlich in der ganzen Zelle verteilt. P 250-292, das die 
Deletionskonstrukte P 251-271 und P 276-292 umfasst, zeigte im Wesentlichen eine nukleäre 
Lokalisation und unterstrich somit die Funktionalität der NLS im Konstrukt P 276-292 
gegenüber dem mehr zytoplasmatisch und nur schwach im nukleären Kompartiment 
nachweisbaren anderen Konstrukt P 251-271. 
Aus den Vorarbeiten von Sandra Martinkus ging hervor, dass im N-Terminus eine oder 
mehrere NES lokalisiert sein müssen. Daher generierten wir erst größere (P 1-57, P 52-101, 
P96-146, P 52-146, P 69-146, P 89-146) und dann kleinere, teilweise überlappende 
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Deletionskonstrukte (P 1-20, P 21-40, P 41-60, P 10-30 P 30-50 und P 89-109). Bei all diesen 
Konstrukten wurde eine einheitliche Markierung mit GFP im C-Terminus vorgenommen.  
Das Design der YB-1 Deletionskonstrukte ist in Abbildungen 5 zusammengefasst. 
 
 
 
 
Abbildung 5: Übersicht über die GFP-markierten Deletionskonstrukte verglichen mit dem Wildtyp YB-1-
GFP 
Es wird deutlich, dass im N-Terminus vornehmlich zytoplasmatisch gelegene Konstrukte, im C-Terminus eher 
nukleär lokalisierte Konstrukte zu finden sind. Bei allen hier aufgezeigten Konstrukten befindet sich GFP am C-
Terminus. 
 
Die Transfektionseffizienz betrug 30 bis 60 %. Die Zellen wurden zur Darstellung der 
Zellkompartimente „Nukleus“ versus „Zytoplasma“ mit Propidiumjodid gegengefärbt, 
welches sich in der gesamten Zelle anreichert und im Fluoreszenzmikroskop rot erscheint. Bei 
der Auswertung der subzellulären Lokalisation wurden fünf Kategorien unterschieden: 
Fluoreszenz ausschließlich im Zellkern (N), vornehmlich im Zellkern und wenig im 
Zytoplasma (NC), zu gleichen Teilen in beiden Kompartimenten (NC), vornehmlich im 
Zytoplasma und wenig im Zellkern (CN), ausschließlich im Zytoplasma (C). Für jedes 
Deletionskonstrukt wurden mindestens 100 transfizierte Zellen ausgewertet. Um 
auszuschließen, dass die GFP-Markierung einen Einfluss auf die Lokalisation des YB-1 
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Proteins hat, wurde als Kontrolle GFP alleine ohne YB-1 exprimiert. Der GFP-tag wies eine 
Verteilung in beiden Kompartimenten der Zelle auf, mit geringer Mehranreicherung im 
Zellkern (siehe Abbildung 6a). 
Die über den NetNES 1.1 Server (la Cour, Kiemer et al. 2004) ermittelte potentielle NES 
(NES 100-109) als isoliertes GFP-Fusionsprotein war nicht im Zytoplasma lokalisiert, 
sondern in der ganzen Zelle. Somit konnte die Annahme einer aktiven NES nicht bestätigt 
werden.  
Es zeigte sich, dass alle oben erwähnten N-terminalen YB-1 Konstrukte die Kriterien einer 
NES nicht erfüllten: keines war ausschließlich zytoplasmatisch lokalisiert, sondern alle waren 
in der ganzen Zelle zu finden, bis auf das Konstrukt P 52-101, das ein auffälliges 
Verteilungsmuster an fädigen Strukturen im Zytoplasma aufwies. Interessanterweise stehen 
diese Ergebnisse im Gegensatz zu den Ergebnissen von Sandra Martinkus, die N-terminal 
dsRed-markierte Deletionskonstrukte der gleichen Länge austestete (siehe Abbildung 21). 
Das deutet darauf hin, dass die Markierung bzw. das Proteinende an das sie gekoppelt ist, die 
subzelluläre Lokalisation beeinflusst. 
Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die N-terminal gelegenen YB-1-
Proteindomänen vornehmlich zytoplasmatisch lokalisiert sind (P 52-101, P 21-317) oder in 
der ganzen Zelle, während der C-Terminus die nukleären Lokalisationsmotive enthält.  
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Abbildung 6a-c: Subzelluläre Lokalisation der YB-1 Deletionskonstrukte im Vergleich mit dem 
Volllängen-YB-1 (WT YB-1) und GFP-Protein 
Auf der linken Seite ist die Auswertung der transfizierten Konstrukte graphisch dargestellt. Rechts sind 
exemplarisch Ergebnisse der Laser-Scanning Mikroskopie abgebildet. 
 
 
A. 
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B. 
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3.1.2 Ko-Lokalisation von P 52-101 mit α-smooth-muscle Aktin 
Im N-terminalen Bereich von YB-1 ist eine Aktinbindungsdomäne beschrieben. Da das 
Konstrukt P 52-101 im Zytoplasma an fädigen Strukturen gebunden vorliegt, sollte die 
Möglichkeit einer Aktinbindung untersucht werden. Aus diesem Grund wurde eine Ko-
Lokalisation mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfärbung überprüft. Diese konnte in der Laser- 
Scanning Mikroskopie nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle wurden die mit P 52-101 
transfizierten Zellen nur mit dem TRITC-markieren 2. Antikörper inkubiert (untere Reihe).  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Ko-Lokalisation des Konstrukts P 52-101 mit α-smooth-muscle Aktin 
In der oberen Reihe erkennt man, dass sich GFP und α-smooth-muscle Aktin (α-sm Aktin) überlappen. In der 
Negativkontrolle ist nur mit dem TRITC-markieten Zweit-Antikörper alleine inkubiert worden. Es ist nur eine 
dezente, unspezifische Färbung zu erkennen. Durchführung in Rattenmesangialzellen. 
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3.1.3 Mutationsanalyse der NLS 276-292 zur Bestimmung der minimal erforderlichen 
Aminosäuren sowie Aufklärung eines bipartiten Motivs 
In dem C-terminal gelegenen Deletionskonstrukt P 276-292 wurde mit Hilfe des PSORT II 
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html; Horton, P. & Nakai, K., Intellig. Syst. Mol. Biol. 5, 147-
152 (1997)) eine mögliche zweigeteilte NLS bestimmt.  
Die NLS-Sequenz 276-292 ist analog zu anderen bipartiten NLS-Motiven aufgebaut, d.h. 
zwei NLS-Motive sind durch ein Überbrückungsmotiv verbunden. Das Überbrückungsmotiv 
der NLS 276-292 besteht aus vier Aminosäuren. Da dieses Konstrukt die zuvor erwähnten 
Merkmale einer bipartiten NLS enthält und im Zellkern vorliegt, wurden zur Bestimmung der 
für die Funktion als NLS minimal erforderlichen Aminosäuren systematisch Mutationen in 
das Konstrukt eingefügt.  
 
 
Konstruktname NLS Teil 1                    Überbrückungsmotiv                   NLS Teil 2 
NLS 276-292  WT PPQRRYRR                                NFNY                                      RRRRP 
PNLS276-292 I PPQRRYRR                                  ----                                       ----- 
PNLS276-292 II  -------                                    ----                                      RRRRP 
PNLS276-292 III PPQRRYRR                                   ____                                       RRRRP 
PNLS276-292 IV PPQRRYRR                         G     NFNY     G                              RRRRP 
PNLS276-292 V PPQRRFRR                                  NFNY                                      RRRRP 
PNLS276-292 VI PPQRRYRR                                 NFNF                                       RRRRP 
 
 
Tabelle 22: Darstellung des „Wildtyp“ (WT) Konstrukts 276-292 und dessen Mutationen (I-VI). 
Die ausgetauschten bzw. eingefügten Aminosäuren sind grau unterlegt. Der durchgezogene Strich soll die 
Verbindung der beiden Teilsequenzen darstellen, während die gestrichelten Linien verdeutlichen, dass der 
entsprechende Teil entfällt. 
 
 
Das erste Mutationskonstrukt enthält nur die erste „Hälfte“ der NLS. Von fast 400 
transfizierten rMC war in 83 % der Fälle die ganze Zelle gefärbt. Das Konstrukt NLS 276-292 
Mutation II, das nur die zweite „Hälfte“ der NLS umfasst, zeigte eine ähnliche Verteilung mit 
über 50 % Anreicherung gleichmäßig in der ganzen Zelle (NC). Im Gegensatz dazu war das 
dritte Mutationskonstrukt, das beide NLS-Sequenzen, aber nicht den dazwischenliegenden 
Abschnitt enthält zu 100 % im Nukleus lokalisiert. In NLS 276-292 IV ist die 
Zwischensequenz, die die beiden NLS-Abschnitte trennt auf jeder Seite durch ein zusätzliches 
Glycin verlängert worden. Auch dieses Konstrukt war vornehmlich (zu 77 %) im Nukleus zu 
finden. In den letzten beiden Konstrukten wurden die Tyrosine, die möglicherweise einer 
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Phosphorylierung unterliegen und somit das Signal für den Transport in den Nukleus geben 
könnten, durch Phenylalanin ersetzt, was nicht zu einer Lokalisationsänderung führte. Diese 
beiden Konstrukte befanden sich ebenfalls hauptsächlich im Zellkern und zwar NLS 276-292 
V zu 55 % und NLS 276-292 VI zu 76 %.  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Kontrolle NLS 276-292 WT 
Der Wildtyp ist im N-Terminus mit dsRed markiert. Zur Gegenfärbung erfolgte eine Ko-Transfektion mit CFP 
(cyan fluorescent protein), das sich in der ganzen Zelle anreichert. Die Transfektion erfolgte wurde in rMC 
durchgeführt. 
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Abbildung 9: Darstellung der entworfenen Mutationen der NLS 276-292 und ihrer Verteilung in rMC 
Links: graphische Darstellung der Verteilung, rechts exemplarische Abbildung der Laser-Scanning Mikroskopie 
Ergebnisse. 
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3.1.4 Funktionsnachweis der bipartiten NLS 276-292 im Spaltfragment P 220-317 
Da von Sorokin et al. eine Spaltung von YB-1 vor der Aminosäure 220 beschrieben wurde 
(Sorokin, Selyutina et al. 2005), sollte das C-terminale Fragment auf seine subzelluläre 
Lokalisation und funktionelle Aktivität hin untersucht werden. Hierfür wurde ein GFP-
markiertes Deletionskonstrukt P 220-317 hergestellt und in Rattenmesangialzellen transfiziert. 
Die mikroskopische Auswertung dieses C-terminalen Fragments zeigte eine nukleäre 
Lokalisation. Dabei entsprach das Färbemuster dem bereits oben beschriebenen Muster der 
nukleär lokalisierenden NLS 276-292 Mutanten (NLS 276-292 M III-VI) (siehe Abbildungen 
9 und 12). Zur Untersuchung der funktionellen Aktivität des C-terminalen Fragments auf die 
Transkription des MMP-2-Promotors wurde das Konstrukt F87B2P (MMP-2-Promotor) 
zusammen mit pSG5, PSG5-YB-1 (Expressionsplasmid für das Volllängen-YB-1) und pSG5-
YB-1 (220-317) (Expressionsplasmid für das Deletionskonstrukt AS 220-317 ohne tag) in 
Rattenmesangialzellen transfiziert und die Promotoraktivität durch Luziferase-Messung 
bestimmt.  
 
 Transfektionsansatz Mittelwert ( rel. 
Luziferaseaktivität) 
SD 
1. 1 μg F87B2P + 1 μg pSG5 422 52,4 
2. 1 μg F87B2P + 1 μg pSG5-YB-1 96234 141026,4 
3. 1 μg F87B2P + 1 μg pSG5-YB-1 (220-317) 209863 112189,5 
4. 1 μg F87B2P + 0,5 μg pSG5-YB-1 (220-317) 58130,7 49679,2 
5. 1 μg F87B2P + 0,1 μg pSG5-YB-1 (220-317) 142489,7 45166,7 
6. 1 μg F87B2P + 1 μg pSG5-YB-1 (220-317) + 1 μg pSG5-YB-1 324,3 202,6 
7. 1 μg F87B2P + 0,5 μg pSG5-YB-1 (220-317) + 1 μg pSG5-YB-1 182,3 27,1 
8. 1 μg F87B2P + 0,1 μg pSG5-YB-1 (220-317)+ 1 μg pSG5-YB-1 213,3 68,6 
9. Untransfiziert 184,7 9,2 
 
Tabelle 23: Einfluss der C-terminalen Domäne (P 220-317) und YB-1 auf die Gentranskription in 
Rattenmesangialzellen (MMP-2-Promotor) 
Es ist erkennbar, dass die Genaktivität des Fragments 220-317 die des Volllängen YB-1s übertrifft und es selbst 
in geringen Konzentrationen zu hemmen vermag. Aus einem Dreifachansatz wurden Mittelwerte errechnet und 
die Standardabweichung (SD) gebildet. 
 
 
Die basale Luziferase-Aktivität (Hintergrund) der Rattenmesangialzellen wurde in 
untransfizierten Zellen (unterste Zeile, Tabelle 23) gemessen, während die Aktivität des in 
Rattenmesangialzellen endogen vorhandenen YB-1 Proteins durch die Transfektion des 
Promotorfragments zusammen mit dem Expressionsleervektor bestimmt wurde (oberste Zeile 
Tabelle 22). 
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Abbildung 10: Graphische Darstellung des Einflusses von P 220-317 und YB-1 auf die Gentranskription 
in rMC (MMP-2-Promotor) 
Die Genaktivität des Fragments 220-317 übertrifft die des Volllängen-YB-1 Proteins. Werden beide Konstrukte 
ko-exprimiert, wird die Genaktivität auf Basalwerte reduziert. 
 
Die Werte sind etwa drei Mal so hoch verglichen mit der Hintergrundaktivität. Das 
überexprimierte Volllängen-YB-1 induziert, wie bereits beschrieben (Mertens, Steinmann et 
al. 2002), eine Erhöhung der Transkriptionsaktivität des MMP-2-Promotors (2. Reihe Tabelle 
22 bzw. zweiter Balken Abb.10). Die Überexpression des C-terminalen Spaltfragments P 220-
317 resultiert in einer noch stärkeren Aktivierung des MMP-2-Promotors (dritte Spalte in 
Abb. 10). Hierbei führt die Transfektion verschiedener DNA-Mengen des P 220-317 
Expressionsplasmids zu einer dosisabhängigen Aktivierung des Promotorkonstrukts (Spalten 
4-5, in Abb. 10). Die Ko-Transfektion des Volllängen-YB-1-Proteins zusammen mit dem C-
terminalen Fragment führt zu einem vollständigen Verlust der Transkriptionsaktivität (Spalte 
6 in Abb. 10). Dieser Effekt konnte nach Transfektion von Volllängen-YB-1 zu C-terminalem 
Fragment im Verhältnis 10:1 beobachtet werden (Spalte 8 in Abb. 10). 
Zusätzlich wurde der Effekt des C-terminalen Fragments P 220-317 auf die Aktivität des 
Kollagen-Promoters (Promoterkonstrukt Col 2,3) untersucht, auf den das Volllängen-YB-1 
einen dosisabhängigen, supprimierenden Effekt hat (Higashi, Inagaki et al. 2003). Wie in 
Tabelle 24 und Abbildung 11 zu erkennen ist, wird dieser bereits beschriebene Effekt auch 
durch das C-terminale Fragment erzielt, wobei die Suppression im Vergleich zum Volllängen-
YB-1 schwächer ist. Eine Ko-Überexpression von Volllängen-YB-1 und pSG5-YB-1 (220-
317) zeigte einen stärkeren supprimierenden Effekt auf den Col 2,3 Promotor als das 
Volllängen-YB-1 alleine. 
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 Transfektionsansatz Mittelwert ( rel. 
Luziferaseaktivität) 
SD 
1. 0,5 μg Col 2,3 + 0,5 μg pSG-5 89131,3 23181,6 
2. 0,5 μg Col 2,3 + 0,5 μg pSG-5 YB-1 6576,3 2246,6 
3. 0,5 μg Col 2,3 + 0,5 μg pSG-5 YB-1 (220-317) 28264,3 3922,7 
4. 0,5 μg Col 2,3 + 0,25 μg pSG-5 YB-1 (220-317) 33095,7 10341,7 
5. 0,5 μg Col 2,3 + 0,05 μg pSG-5 YB-1 (220-317) 50905,3 12731,9 
6. 0,5 μg Col 2,3 + 0,5 μg pSG-5 YB-1 (220-317) + 0,5 μg pSG-5 YB-1 2498,3 628,5 
7. 0,5 μg Col 2,3 + 0,25 μg pSG-5 YB-1 (220-317) + 0,5 μg pSG-5 YB-1 4116,3 1333,7 
8. 0,5 μg Col 2,3 + 0,05 μg pSG-5 YB-1 (220-317) + 0,5 μg pSG-5 YB-1 6427,7 1111,9 
9. Untransfiziert 239 26,2 
 
Tabelle 24: Einfluss von P 220-317 und YB-1 auf die Gentranskription des Kollagen-Promotors in 
Rattenmesangialzellen 
Aus einem Dreifachansatz wurden Mittelwerte errechnet und die Standardabweichung (SD) gebildet. 
 
 
 
 
Abbildung 11: Graphische Darstellung des Einflusses von P 220-317 und YB-1 auf die Gentranskription 
in rMC (Kollagen-Promotor) 
Es wird deutlich, dass das Volllängen YB-1 die Kollagen-Genexpression in stärkerem Maße supprimiert als P 
220-317 alleine. Beide zusammen haben einen additiven Effekt, sodass die Genexpression auf Basalwerte 
reprimiert wird. 
 
 
 
 
Abbildung 12: Ergebnisse der Lokalisationsbestimmung des C-terminalen Deletionskonstrukts P 220-317 
P 220-317 ist wie die in dieser Sequenz enthaltene bipartite NLS 276-292 vornehmlich im Zellkern lokalisiert. 
Austestung in rMC.
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3.2 Einfluss von PDGF-B, Thrombin, Aldosteron, Angiotensin, Hypoxie und 
Zellzyklusinhibitoren auf die subzelluläre Lokalisation von YB-1 in 
Rattenmesangial- und HeLa-Zellen  
3.2.1 PDGF-BB 
Im Verlauf einer Anti-Thy1.1 Nephritis und nach Infusion von PDGF-BB in vivo ist eine 
Translokation von YB-1 aus dem Zellkern in das Zytoplasma beschrieben (van Roeyen, 
Eitner et al. 2005). Um den Einfluss von PDGF-BB auf die subzelluläre Lokalisation von YB-
1 auch in vitro zu untersuchen, wurden Rattenmesangialzellen, Fibroblasten (NIH 3T3) bzw. 
HeLa Zellen in 6-Lochplatten mit 2 μg der NLS 250-292 transfiziert (siehe 2.2.2 und 2.2.3) 
und nach einem Zeitraum von 60 min. bzw. 15 min. mit 50 ng/ml PDGF-BB (Ratten- bzw. 
humanes PDGF-BB bei Hela Zellen) stimuliert. 
In keinem der ausgetesteten Zellsysteme (rMC, Fibroblasten, HeLa Zellen) konnte nach 
PDGF-BB-Stimulation von dsRed- (NLS 276-292) bzw. GFP-markierten Fusionsproteinen 
(NLS 250-292, NLS 185-194) eine Translokation aus dem Zellkern in das Zytoplasma 
induziert werden. In Abbildung 13 ist exemplarisch NLS 276-292 tranfiziert in HeLa Zellen 
ohne und mit PDGF-BB-Stimulantion dargestellt. Zu den anderen Zellsystemen (rMC, 
Fibroblasten) und den GFP-Fusionsproteinen sind die Daten nicht abgebildet. 
 
 
 
Abbildung 13: Subzelluläre Lokalisation der NLS 250-292 vor und nach PDGF-BB Stimulation 
NLS 276-292 mit dsRed-Markierung zeigt nach 15 minütiger PDGF-BB-Stimulation (untere Reihe) keine 
Translokation. Zur Gegenfärbung der Zelle wurde eine Ko-Transfektion mit CFP (cyan fluorescent protein) 
vorgenommen, das die ganze Zelle anfärbt. Die Transfektion wurde in HeLa Zellen durchgeführt. 
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3.2.2 Thrombin 
Stenina et al. beobachteten nach einer zweistündigen Thrombinstimulation eine subzelluläre 
Translokation von YB-1-GFP aus dem Zytoplasma in den Zellkern von Endothelzellen. Dies 
wurde auch von Zhang et al. 2005 in humanen Lungenfibroblasten (hPFB), allerdings 
innerhalb eines kürzeren Zeitraums von 5 min., gesehen (Stenina, Poptic et al. 2000; Zhang, 
Liu et al. 2005).  
Aus diesem Grund untersuchten wir die Wirkung von Thrombin auf verschiedene YB-1 
Fragmente, die zytoplasmatisch lokalisiert sind. Hierzu wurden folgende Konstrukte in 
verschiedene Zellsysteme transfiziert und die Zellen anschließend mit Thrombin für die 
beschriebenen Zeiträume behandelt. 
 
 
Konstrukt Dauer (min.) Thrombinkonzentration (U/ml) 
YB-1-GFP 5, 15, 120 10 
CRS 52-101 5, 15, 120 10  
P 52-146 5, 15, 120 10  
P 21-147 5, 15, 120 10  
P 21-317 5, 15, 120 10  
 
 
Tabelle 25: Tabellarische Auflistung der Konstrukte, die zur Untersuchung der Thrombinwirkung 
transfiziert wurden 
Zusätzlich Angabe der Stimulationsdauer (min.) und Thrombinkonzentration (U/mI). Die Durchführung erfolgte 
im HeLa-Zellsystem. 
 
In Rattenmesangialzellen und Fibroblasten (NIH 3T3) konnte bei keinem der getesteten 
Konstrukte eine wesentliche Änderung der Lokalisation nach fünf-, 15- und 120- minütiger 
Stimulation mit 5 U/ml und 10 U/ml Thrombin beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). In 
HeLa Zellen konnte nach 5-minütiger Stimulation mit 10 U/ml Thrombin in 17 % der Zellen 
eine Translokation von YB-1-GFP vom Zytoplasma in den Zellkern nachgewiesen werden. In 
weiteren 11 % der HeLa Zellen war YB-1-GFP vermehrt im Zellkern als im Zytoplasma zu 
finden und in 7 % lag YB-1-GFP gleichmäßig in der ganzen Zelle verteilt vor, sodass nur 
noch in 58 % der transfizierten Zellen die ursprünglich zytoplasmatische Lokalisation vorlag. 
Ähnliche Ergebnisse konnten nach einer Stimulationszeit von 15 und 120 min. (13 % 
nukleäre Lokalisation nach 15 min., 15 % nach 120 min.) beobachtet werden. Die 
Thrombinbehandung von Zellen, die mit der CRS 52-101 bzw. den Konstrukten P 52-146, P 
21-147, P 21-317 transfiziert wurden, führte zu keiner Lokalisationsänderung. 
Ergebnisse                                                                                                                                 67 
 
 
Abbildung 14: GFP-Kontrolle mit und ohne Stimulation 
Es wurde keine Änderung der subzellulären GFP-Lokalisation nach Thrombinstimulation beobachtet. 
 
 
 
 
Abbildung 15: Lokalisationsänderung von YB-1-GFP nach Thrombinstimulation in HeLa Zellen 
Eine Translokation von YB-1-GFP in den Zellkern konnte nur in HeLa Zellen, nicht aber in Fibroblasten oder 
rMC beobachtet werden (Daten zu Fibroblasten, rMC nicht gezeigt). 
 
 
 N Nc NC CN C gesamt 
YB-1-GFP 12 % - 8 % - 80 % 265 
5 min. 17 % 11 % 14 % - 58 % 127 
15 min. 13 % 7 % 7 % 5 % 68 % 165 
120 min. 15 % 7 % 16 % - 62 % 147 
 
Tabelle 26: Lokalisationsänderung von YB-GFP nach Thrombinstimulation (10 U/ml) in HeLa Zellen  
Man sieht eine Abnahme der zytoplasmatischen Lokalisation zu Gunsten des Nukleus nach Thrombin-
Stimulation. In der Spalte ganz rechts ist die Gesamtzahl der jeweils ausgezählten Zellen aufgelistet. 
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3.2.3 Aldosteron und Angiotensin II 
Des weiteren wurden YB-1-GFP transfizierte Zellen gemäß den unten angegebenen 
Zeiträumen mit Aldosteron und/oder Angiotensin II stimuliert, um die subzelluläre 
Lokalisation zu bestimmen (siehe Tabelle 25). 
  
Hormon Konzentration (mol/l) Stimulationsdauer (min) Konstrukt 
Aldosteron 10 -9 5 
120 
YB-1-GFP 
Angiotensin II 10 -7 5 
120 
YB-1-GFP 
 
Tabelle 27: eingesetzte Konzentration von Aldosteron und Angiotensin sowie Stimulationsdauer 
Testung in Rattenmesangialzellen, Fibroblasten (NIH 3T3) und HeLa-Zellen 
 
Das Ergebnis nach Stimulation mit Aldosteron und Angiotensin II zusammen bzw. alleine 
war, dass zwischen 16-25 % der transfizierten HeLa Zellen YB-1-GFP im Zellkern enthielten. 
Nach einer Stimulationsdauer von 150 min. zeigten 25 % der Zellen nukleäres YB-1-GFP, 
nach 180 min. waren es 16 % und nach 300 min. 23 %. Wurde jeweils nur mit einem Stimulus 
alleine behandelt, war eine geringere nukleäre Anreicherung von nur 10-15 % zu beobachten. 
 
 N Nc NC CN C gesamt 
YB-1-GFP - - - 11 % 89 % 156 
5 min. 19 % 8 % 12 % - 61 % 152 
120 min. 25 % 13 % 12 % 4 % 46 % 137 
150 min. 25 % 2 % 9 % 12 % 52 % 107 
180 min. 16 % - 6 % 5 % 73 % 209 
300 min. 23 % - 9 % 7 % 61 % 351 
 
Tabelle 28: Lokalisationsänderung nach simultaner Stimulation mit Aldosteron und Angiotensin II  
Ergebnisse der Stimulation von HeLa Zellen. Es wurde eine deutliche Abnahme der zytoplasmatischen Fraktion 
festgestellt. Ganz rechts ist die Gesamtzahl der jeweils ausgezählten Zellen aufgelistet. 
 
 
 N Nc NC CN C gesamt 
5 min. AT II 15 % 8 % 7 % - 70 % 240 
120 min. AT II 13 % 10 % 17 % - 60 % 211 
5 min. Aldo 15 % 8 % 15 % - 62 % 143 
120 min. Aldo 10 % 3 % 20 % - 67 %   188 
 
Tabelle 29: Nachweis der Lokalisationsänderung von YB-1-GFP nach Stimulation mit Aldosteron und 
Angiotensin II in HeLa Zellen 
Auch hier ist eine Abnahme der zytoplasmatischen Lokalisation von YB-1-GFP nach Stimulation zu erkennen. 
Es fällt auf, dass die alleinige Stimulation mit Aldosteron bzw. Angiotensin II einen geringeren Effekt auf die 
Translokation des Fusionsproteins in den Nukleus hat, als die simultane Stimulation. In der rechten Spalte unter 
„gesamt“ ist die Anzahl der jeweils ausgezählten Zellen genannt. 
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Abbildung 16: Kein Stimulationseffekt auf das GFP-Protein 
Es kam zu keiner Lokalisationänderung des GFP-Proteins nach Stimulation mit Aldosteron und Angiotensin II. 
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Abbildung 17: Darstellung der Lokalisationsänderung von YB-1-GFP nach Stimulierung mit Aldosteron 
und Angiotensin II 
Die nukleäre Translokation des YB-1-GFP Proteins erfolgte ausschließlich in HeLa Zellen.  
  
Um zusätzliche Informationen zur Lokalisationsänderung oder Hinweise auf eine Spaltung 
von YB-1 zu finden wurden stimulierte HeLa Zellen im Western Blot eingesetzt. Hierfür 
wurden die Zellen mit YB-1-GFP transfiziert und für 120 min., dem Zeitraum der stärksten 
Lokalisationsänderung, mit Aldosteron und Angiotensin II (je 10 μl/ml Medium) stimuliert. 
Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und nach Auftrennung in zytoplasmatisches und 
nukleäres Extrakt im Western Blot eingesetzt.  
Nach Stimulation mit Aldosteron und Angiotensin II wurde eine Bande mit einer relativen 
Größe von etwa 30 kDa im Nukleus sichtbar. Sie repräsentiert ein C-terminales Spaltstück 
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von YB-1-GFP, da mit anti-GFP entwickelt wurde und GFP mit dem C-Terminus von YB-1 
verbunden ist. Als Negativkontrolle wurde Zelllysat untransfizierter HeLa Zellen aufgetragen 
(0T, linker Blot, letzte Spalte). Ganz rechts sieht man als Kontrolle Zelllysat von YB-1-GFP 
transfizierten HeLa Zellen, das anstelle des 1. Antikörpers nur mit irrelevantem IgG inkubiert 
worden ist.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Zytoplasmatisches (CE) und nukleäres Extrakt (NE) von YB-1-GFP transfizierten HeLa 
Zellen mit (+) und ohne (-) Stimulation durch Aldosteron und Angiotensin II ( A + AT II) für 120 min. 
Kontrolle: IgG, Zelllysat transfizierter HeLa Zellen, nur mit IgG inkubiert, 0T: untransfizierte HeLa Zellen, RB: 
Rainbow-Marker (Größenstandard). Entwicklung mit anti-GFP-Antikörper. 
 
 
 
 
 
3.2.4 Hypoxie 
Nachdem Rattenmesangialzellen und HeLa Zellen mit YB-1-GFP transfiziert worden waren, 
wurden sie für vier Stunden mit Deferroxamin behandelt, was innerhalb der Zellen chemisch 
ein hypoxisches Milieu erzeugt. Da YB-1-GFP in den HeLa Zellen nach Hypoxie-Induktion 
in 23 % der ausgezählten Zellen mit einer Translokation in den Nukleus reagierte und nur 
noch 51 % der Zellen YB-1-GFP in seiner originären zytoplasmatischen Lokalisation 
enthielten, wurden weitere zytoplasmatisch lokalisierte YB-1-GFP Deletionskonstrukte in den 
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HeLa Zellen ausgetestet. Die Deletionskonstrukte reagierten im Gegensatz zum Volllängen-
YB-1 nicht mit einer Lokalisationsänderung auf die Hypoxie. 
 
 N Nc NC C CN 
YB-1-GFP 6 % - 6 % 88 % - 
4 h Deferroxamin 23 % 10 % 13 % 51 % 3 % 
 
Tabelle 30: YB-1-GFP transfizierte HeLa Zellen nach Deferroxamin Stimulation (100 mM) 
Nach vierstündiger Stimulation ist eine deutliche Translokation von YB-1 in den Zellkern zu beobachten. 
 
Da das Deferroxamin in DMSO gelöst war, wurden als Kontrolle YB-1-GFP transfizierte 
Zellen für vier Stunden mit DMSO behandelt, was keinen Effekt auf die Lokalisation 
hervorrief. Als weitere Kontrolle wurden Zellen nur mit GFP transfiziert und anschließend 
entweder mit DMSO alleine bzw. Deferroxamin stimuliert, was wie erwartet keine 
Lokalisationsänderung des GFPs bewirkte.  
 
 
 
Abbildung 19: Kontrollen zur Hypoxie-Induktion bei HeLa Zellen 
Es wird weder eine Translokation des GFPs nach Deferroxaminbehandlung noch eine Translokation von YB-1- 
GFP nach Stimulation mit der Lösungssubstanz DMSO gesehen.  
Ergebnisse                                                                                                                                 73 
 
 
 
Abbildung 20: Auswirkung der Hypoxie-Induktion bei HeLa Zellen und Rattenmesangialzellen 
Die 2. Zeile zeigt in HeLa Zellen die Deferroxamin-induzierte Translokation von YB-1-GFP in den Nukleus. Die 
unteren Zeilen demonstrieren, dass in rMC keine Translokation von YB-1-GFP erzielt werden konnte. 
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3.2.5 Zellzyklusinhibitoren  
In früheren Versuchen wurde gezeigt, dass die Behandlung mit Roscovitin zu einer 
Translokation von YB-1-GFP in den Zellkern führt (siehe Promotionsarbeit S. Martinkus). Da 
die Lokalisation von YB-1 zellzyklusabhängig ist und für Roscovitin ein inhibitorischer 
Effekt auf die cdk2 beschrieben ist (Hiromura, Pippin et al. 2002) sollte überprüft werden, ob 
die cyclinabhängigen Kinasen selber die Lokalisation von YB-1 beeinflussen. Dazu wurden 
YB-1-GFP transfizierte Zellen mit den Zellzyklusinhibitoren cdk1 und cdk2 behandelt. In 
unbehandelten rMC zeigt YB-1-GFP eine ausschließlich zytoplasmatische Lokalisation, die 
durch Zugabe der Zellzyklusinhibitoren in verschiedenen Konzentrationen (siehe Methoden) 
nicht beeinflusst wurde (Daten nicht gezeigt). 
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4. Diskussion 
Die Lokalisation von Proteinen innerhalb der Zelle ist hochgradig reguliert. Daher enthalten 
einige Proteine in ihrer Aminosäuresequenz Domänen, die für den Transport in den Zellkern 
(NLS) oder den Export in das Zytoplasma (NES) verantwortlich sind. Da YB-1 als DNA- und 
RNA-bindendes Protein zwischen Zellkern und Zytoplasma transloziert, wurden verschiedene 
Deletionskonstrukte hergestellt, um die subzelluläre Lokalisation dieser YB-1 Sequenzen zu 
untersuchen und funktionell wichtige Domänen zu identifizieren. Hierzu wurde auch gezielt 
in Datenbanken nach NES- bzw. NLS-Sequenzen recherchiert. 
 
C-Terminus: Feinanalyse und Funktionsnachweis einer bipartiten NLS bei AS 276-292 
Im C-Terminus des YB-1 Proteins wurden vier potentielle NLS durch Datenbankrecherche 
(PSORT II (Horton and Nakai 1997)) ermittelt, von denen drei (NLS 149-156, NLS 185-194, 
NLS 276-292) verifiziert werden konnten. 
Durch Mutationsstudien der bipartiten klassischen NLS 276-292 konnte gezeigt werden, dass 
beide NLS-Teilsequenzen, aus denen sich die bipartite NLS 276-292 zusammensetzt (siehe 
Tabelle 22), für die Funktionalität der NLS notwendig sind. Das Vorhandensein eines 
Tyrosins in der NLS 276-292 ist für die nukleäre Lokalisation nicht entscheidend. 
Ähnliches zeigten auch Hisada-Ishii et al., die die bipartite NLS in chicken matrin 3 (cmatr3), 
einem nukleären Matrixprotein, untersuchten. Auch sie generierten Deletionskonstrukte, die 
am C-Terminus mit GFP markiert waren. Sie fanden heraus, dass es nach alleiniger 
Transfektion einer Teilsequenz zu einem Funktionsverlust kommt und diese nicht länger in 
den Nukleus transloziert, sondern auch im Zytoplasma zu finden ist. Im Unterschied zu 
unseren Ergebnissen ist für die Funktionsfähigkeit der NLS im cmatr3 Protein auch die 
Überbrückungssequenz essentiell (Hisada-Ishii, Ebihara et al. 2007).  
Mit Hilfe dieser Ergebnisse lässt sich ein Modell zur Funktionsweise der bipartiten NLS 276-
292 entwickeln. Einerseits ist es denkbar, dass nur die dreidimensionale Struktur für die 
Bindung eines Proteins an die NLS nötig ist. Dies ist aber unwahrscheinlich, da die Länge der 
Zwischensequenz für die Funktionalität der bipartiten NLS 276-292 nicht ausschlaggebend 
ist. Daher ist es möglich, dass zwei „einzelne“ Proteine an die NLS-Teilsequenzen binden, da 
die Funktionalität der NLS unabhängig von der Länge oder dem Vorhandensein des 
Überbrückungselements besteht. Es ist unwahrscheinlich, dass die bipartite NLS, wie von 
Fontes et al. beschrieben, an zwei separate Bindungsstellen im Importin-α bindet (Fontes, Teh 
et al. 2003). Eher ist es denkbar, dass Importin-α und -β beide an jeweils eine der NLS-
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Teilsequenzen binden. Eine direkte Bindung von Importin-β an NLS ist bereits für virale 
Proteine wie HIV-1, Tat und Rev sowie für ribosomale Proteine beschrieben worden (Hsu and 
Hung 2007).  
Vergleicht man weiterhin die Sequenz der bipartiten NLS 276-292 
(PPQRRYRRNFNYRRRRP) mit dem Bindungsmotiv für Importin-α/-β [K-(K/R)-X-(K/R)] 
(Hodel, Corbett et al. 2001) fällt eine fast 100 %ige Übereinstimmung auf. Die nachfolgende 
Tabelle gibt eine Übersicht über verschiedene bipartite NLS. 
 
 
Bipartite NLS Sequenz Referenz 
Konsensussequenz 
klassische bipartite NLS 
[(K/R)2-X10-12-(K/R)] (Christophe, Christophe-Hobertus et 
al. 2000) 
Cmatr3 RKRTYSPDSKDSPSDKKSK (Hisada-Ishii, Ebihara et al. 2007)  
c-myc KRVKLPAAKRVK (Fontes, Teh et al. 2003)  
HSV-1, human PAKRPRETPSPADPPGGASKPRK (Alvisi, Musiani et al. 2007)  
HSV-2, human PAKRPRETPSHADPPGGASKPRK (Alvisi, Musiani et al. 2007) 
Nukleoplasmin KRPAAIKKAGQAKKKK (Robbins, Dilworth et al. 1991) 
YB-1 NLS 276-292 PPQRRYRRNFNYRRRRP Vorliegende Arbeit 
 
Tabelle 31: Vergleich verschiedener bipartiter NLS 
Die funktionellen NLS-Teilsequenzen sind unterstrichen. 
 
 
Von Sorokin et al. wurde beschrieben, dass YB-1 endoproteolytisch durch das 20S Proteasom 
an der Aminosäure 220 (Glycin) in zwei Fragmente gespalten wird, wobei das C-terminale 
Fragment als aktiv angesehen wird (Sorokin, Selyutina et al. 2005). In diesem C-terminalen 
Fragment ist die NLS 276-292 gelegen, die möglicherweise eine Translokation des 
Spaltfragments in den Nukleus bewirkt. Mikroskopische Untersuchungen des GFP-markierten 
Fragments P 220-317 zeigten, dass es wie die bipartite NLS eine nukleäre Lokalisation 
bewirkte und bestätigen die Aktivität der NLS auch im größeren Fragment.  
Wie bereits durch Mertens et al. beschrieben, aktiviert YB-1 die Transkription der MMP-2 
Promotors (Mertens, Harendza et al. 1997). Überraschenderweise konnte das von uns 
eingebrachte C-terminale Fragment P 220-317 alleine einen Effekt auf den MMP-2 Promotor 
ausüben, obgleich für diese Domäne keine DNA-Bindung beschrieben ist. Interessanterweise 
übertraf P 220-317 sogar die Aktivität des Volllängen YB-1 Proteins und hemmte auf der 
anderen Seite selbst in niedrigen Konzentrationen dessen Aktivität. Es verhält sich sozusagen 
dominant negativ zum Volllängen-YB-1. Damit kann gezeigt werden, dass das proteasomal 
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entstandene Spaltprodukt (i) über die NLS 276-292 vermittelt in den Zellkern transloziert und 
(ii) dort die Genexpression stark erhöht. Weiterhin wird ersichtlich, dass (iii) das aktive 
Spaltstück autoinhibitorisch auf das Volllängen-YB-1 Protein und seine 
Gentranskriptionsaktivität einwirkt.  
 
N-Terminus: CRS zwischen AS 52-101, Einfluss der tags auf die Lokalisation 
Trotz gezielter Suche mit der Datenbank NetNES konnte keine NES, sondern eine weitere 
cytoplasmic retention side (CRS) in der Aminosäuresequenz des YB-1 Proteins bei AS 52-
101 detektiert werden.  
Das GFP-markierte Konstrukt P 52-101 bindet in auffälliger Weise im Zytoplasma an 
fadenähnliche Strukturen und liegt nicht, wie z.B. das Volllängen-YB-1-Protein, diffus im 
Zytoplasma vor. Die aufgestellte Hypothese einer CRS konnte durch die Ko-Lokalisation von 
α-smooth muscle Aktin mit dem 52-101 AS Fragment bestätigt werden. Ferner wird das 
Vorhandensein einer Aktinbindungsstelle bzw. CRS dadurch untermauert, dass die Inkubation 
mit Leptomycin B, einem Inhibitor des CRM1-vermittelten Export aus dem Zellkern 
(Fornerod, Ohno et al. 1997; la Cour, Kiemer et al. 2004; Uchida, Ohtsubo et al. 2004), nicht 
zu einer Lokalisationsänderung führte (siehe Promotionsarbeit Sandra Martinkus). CRM1 ist 
als ein wichtiger Bestandteil des nukleären Exports u.a. von Cyclin B1 und IκB. Dieser 
Versuch zeigt, dass YB-1 keine klassische NES besitzt bzw. nicht CRM1-abhängig in das 
Zytoplasma exportiert wird. 
Zwar ist durch Ruzanov, Evdokimova et al. 1999 bereits eine mögliche Aktinbindungsstelle 
zwischen den AS 1-9 und 18-27 beschrieben worden (Ruzanov, Evdokimova et al. 1999), 
diese stimmt allerdings nicht mit unseren Ergebnissen überein. Während Ruzanov et al. die 
Aktinbindungsstellen im Volllängen-YB-1 detektierten, basieren unsere Ergebnisse in diesem 
N-terminalen Bereich auf kurzen Deletionskonstrukten (P 1-57, P 10-20, P 21-40), in denen 
wir keine Aktinbindungsstelle aufzeigen konnten. Es ist daher möglich, dass diese kurzen 
Konstrukte eine andere dreidimensionale Form annehmen und daher nicht an Aktin binden 
können. Des Weiteren zeigen unsere Ergebnisse, auf die im folgenden näher eingegangen 
wird, dass auch der tag die Lokalisation und daher auch die Proteinstruktur beeinflusst. 
Das Deletionskonstrukt P 100-109 wurde mit Hilfe des NetNES 1.1 Server als potentielle NES 
ermittelt. Die Datenbank enthält experimentell verifizierte NES mit Angaben zur Potenz der 
NES und ob der Export über CRM1 vermittelt wird bzw. ob eine Leptomycin B 
Empfindlichkeit zu erwarten ist (la Cour, Kiemer et al. 2004). Das Konstrukt P 100-109 
(LRSVGDGETV) hat eine für NES charakteristische Sequenz, da sie Leucin, Valin und Serin 
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enthält (Henderson and Eleftheriou 2000, Bendtsen, 2004). Allerdings zeigte dieses Konstrukt 
keine zytoplasmatische Lokalisation und konnte nicht als NES bestätigt werden. Die 
Begründung könnte darin liegen, dass es sich um eine „schwache“ NES handelt, da sich NES 
nach ihrer Aktivität staffeln lassen. Eine besonders starke NES ist z.B. im Proteinkinase 
Inhibitor (PKI) zu finden, wohingegen es sich bei p53 und den von diesem Tumorsuppressor 
regulierten Proteinen p21 und hdm2 um schwächere NES handelt (Henderson and Eleftheriou 
2000). Die Vorstellung, dass nukleäre Exportsequenzen eine variable Aktivität besitzen, 
wurde durch diverse Mutationsstudien an Rev-type viral export signals belegt. Es zeigte sich, 
dass verschiedene Mutationen die NES Funktion verbesserten oder herabsetzten (Bogerd, 
Fridell et al. 1996; Zhang, Yan et al. 1998; Zhang, Liu et al. 2005). Einer Mutationsstudie der 
PKI NES zufolge sind C-terminal gelegene Leucine funktionell wichtiger als N-terminale (la 
Cour, Kiemer et al. 2004). Eine weitere Vermutung ist, dass die Sequenz zwar linear bzw. 
formal einer NES entspricht, aber durch ihre dreidimensionale Struktur nicht als solche 
erkannt wird.  
Im folgenden Abschnitt soll näher auf die Beeinflussung der subzellulären Lokalisation des 
YB-1 Proteins durch unterschiedliche tags eingegangen werden. Einige der untersuchten 
Deletionskonstrukte (P 1-57, P 1-101, P 52-101, P 52-146, P 96-146, P 185-194) existieren 
sowohl als N-terminales dsRed-Fusionsprotein (Sandra Martinkus, Promotionsarbeit), als 
auch als C-terminales GFP-Fusionsprotein. Es fällt auf, dass in Abhängigkeit vom tag in 
Rattenmesangialzellen eine unterschiedliche Lokalisation nachzuweisen ist. So sind die 
dsRed-markierten Konstrukte P 1-57 und P 52-146 im Zytoplasma lokalisiert, während von 
den GFP-Fusionsproteinen ausschließlich P 52-101 im Zytoplasma und die übrigen 
Deletionskonstrukte in der ganzen Zelle zu finden sind. Für die divergierende Lokalisation der 
unterschiedlich markierten Deletionsonstrukte gibt es mehrere Erklärungen: Möglicherweise 
ist die Bildung tetramerer Strukturen durch die eingesetzte Version von dsRed (Clontech) für 
die Lokalisationsänderung nach Austausch der Markierung verantwortlich. Die durch das rote 
Fusionsprotein gebildeten Tetramere könnten zur Konformationsänderung der YB-1 
Proteindomänen und somit zur Änderung der dreidimensional vorliegenden NES bzw. NLS 
führen. Dass die DNA-Sekundärstruktur von Bedeutung ist, zeigten Stenina et al. 2001, die 
eine Beeinflussung des YB-1 Bindungsverhaltens in Abhängigkeit von der Sekundärstruktur 
beschrieben (Stenina, Poptic et al. 2000). Zudem beeinflusst der unterschiedliche Terminus, 
an dem die beiden Fluoreszenzfarbstoffe gelegen sind, gegebenenfalls die Ausbildung der 
Tertiärstruktur. Außerdem kann die Proteinfaltung durch die Proteinlänge, dsRed besteht aus  
45 AS, GFP aus 238 AS, verändert werden. 
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Abbildung 21: Vergleich der dsRed- und GFP-markierten Fusionsproteine 
Der dsRed-tag ist mit dem N-Terminus, der GFP-tag mit dem C-Terminus fusioniert. Auffällig ist die 
unterschiedliche Lokalisation der Konstrukte P 1-57, P 52-10, P 52-146, jedoch nicht P 69-146. 
 
 
Des Weiteren ist erkennbar, dass zwar das GFP-markierte P 52-101, nicht aber das längere 
GFP-Fusionsprotein P 52-146, im Zytoplasma lokalisiert ist, obwohl beide Verkürzungen des 
zytoplasmatisch lokalisierten P 21-147 darstellen. Dies lässt sich ebenfalls durch eine 
unterschiedliche Proteinfaltung begründen, die von der Proteinlänge abhängig ist und zu einer 
Maskierung bzw. Zerstörung der NES bzw. CRS führen kann. Die Tatsache, dass die GFP-
Fusionsproteine P 69-146, P 96-146 und P 89-146 nicht im Zytoplasma zu finden sind, ist 
damit zu erklären, dass sie die weiter N-terminal gelegene Anfangssequenz von P 52-101, die 
als CRS essentiell für die zytoplasmatische Lokalisation ist, nicht enthalten. Theoretisch 
besteht die Möglichkeit, dass innerhalb der Konstrukte P 96-146, P 52-146, P 89-109, P 100-
109, P 69-146 und P 89-146 eine Spaltstelle liegt, die dazu führt, dass die C-terminale GFP-
Markierung von der YB-1 Sequenz getrennt wird und nur die typische GFP-Verteilung in der 
Zelle zu beobachten ist. Tatsächlich fanden wir mit Hilfe des ProP 1.0 Servers 
(www.cbs.dtu.dk/services/ProP) durch Sequenzvergleich eine Furinschnittstelle zwischen AS 
100-109 innerhalb des YB-1 Proteins. Furine sind endoproteolytische Enzyme des 
sekretorischen Signalweges, die der Familie der Proteinkonvertasen angehören. Die typische 
Furinschnittstelle ist reich an Arginin (R) und Lysin (K) und sieht folgendermaßen aus: R-
X[R/K]-R ↓ (↓ : Schnittstelle) (Duckert, Brunak et al. 2004). Es ist möglich, dass diese 
Schnittstelle für die oben beschriebene Beobachtung verantwortlich ist. Da allerdings die 
Konstrukte P 21-147, P 21-317 und das Volllängen-YB-1 keine Verteilung wie GFP im 
Zellkern und Zytoplasma aufwiesen, sondern nur eine zytoplasmatische Lokalisation zeigen, 
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ist es möglich, dass diese Konstrukte durch die größere Anzahl an Aminosäuren wiederum 
eine andere Faltung aufweisen, wodurch die Schnittstelle verdeckt wird, während sie bei den 
kürzeren Konstrukten freigelegt ist. 
Das im C-Terminus gelegene Konstrukt P 185-194, das durch den PSORT II Server (Horton 
and Nakai 1997) als potentielle NLS detektiert wurde, liegt als dsRed- und GFP-
Fusionsprotein vor. In unseren Untersuchungen zeigte sich auch hier eine in Abhängigkeit der 
tags variierende Lokalisation. Mit dsRed-tag ließ sich die nukleäre Lokalisation nachweisen 
(Promotionsarbeit S. Martinkus), während mit GFP-tag zusätzlich zur nukleären Lokalisation 
eine leichte zytoplasmatische Anreicherung in der Laser-Scanning Mikroskopie zu sehen war.  
Die Arbeitsgruppe um Bader und Felts befasste sich mit ähnlichen Lokalisationsstudien und 
beschrieb eine NLS Sequenz zwischen den Aminosäuren 183-202, die mit der durch uns 
nachgewiesenen NLS 185-194 überlappt (Sandra Martinkus, Promotionsarbeit). Allerdings 
bestehen wichtige Unterschiede zu der vorliegenden Arbeit: erstens wurden die Versuche mit 
Hühner-YB-1 durchgeführt, während wir mit humanem YB-1 arbeiteten, zweitens wurde ein 
N-terminal gelegenes Flag-tag als Marker verwandt (Bader and Vogt 2005), während wir 
unsere Konstrukte mit dsRed im N-Terminus und GFP im C-Terminus markierten und wie 
oben beschrieben z.T. unterschiedliche subzelluläre Lokalisationen beobachteten. Daher 
lassen sich Diskrepanzen bezüglich der Lokalisation auf Grund der Unterschiede in den 
Genomsequenzen der beiden Spezies, als auch auf Grund unterschiedlicher 
Aminosäuresequenz der untersuchten Konstrukte zurückführen.  
 
Sequenzvergleich YB-1 (DbpB) - DbpA 
Vergleicht man die Sequenz der CRS 52-101 von YB-1, auch bekannt als DNA binding 
protein B (DbpB), mit der des DNA-bindenden Proteins A (DbpA), fällt auf, dass es sich 
hierbei um eine hochkonservierte Domäne handelt, da sie innerhalb der homologen cold shock 
Domäne (AS 51-129) liegt. Demgegenüber finden sich im C-Terminus, abgesehen von den 
Sequenzen der NLS und der von Stenina et al. 2001 (Stenina, Shaneyfelt et al. 2001) 
beschriebenen CRS, kaum Homologien. Bemerkenswert ist, dass die Aminosäuresequenz der 
NLS 276-292 und die des entsprechenden Abschnitts innerhalb des DbpA Proteins eine 
Homologie von 76 % aufweist. Es fällt auf, dass das von Sorokin et al. (Sorokin, Selyutina et 
al. 2005) beschriebene, nach proteasomaler Spaltung zwischen den Aminosäuren 219 und 220 
entstandene, kürzere Spaltprodukt sowohl die CRS (Stenina, Shaneyfelt et al. 2001) als auch 
die in der vorliegenden Arbeit näher untersuchte bipartite NLS 276-292 enthält.  
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Abbildung 22: Sequenz-Vergleich von DbpA und YB-1 (DbpB) 
Auffallend sind die starke Homologien im Bereich der CRS 52-101, die sich als Teil der CSD darstellt und den 
NLS Sequenzen. Des Weiteren sind nochmals wichtige Domänen innerhalb des YB-1 Proteins gekennzeichnet. 
 
Es handelt sich demnach nicht nur bei der cold shock Domäne, sondern auch bei der von uns 
identifizierten CRS 52-101 und den NLS 149-156, NLS 185-194, NLS 276-292, um 
hochkonservierte Sequenzen, was auf eine konservierte Funktionalität in beiden Proteinen 
hinweist, die jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht wurde. 
 
Beeinflussung der subzellulären YB-1 Lokalisation in Stimulationsversuchen 
Mit Hilfe von Stimulationsversuchen sollte untersucht werden, ob und inwiefern die innerhalb 
des YB-1 Proteins identifizierten Domänen die subzelluläre Lokalisation von YB-1 
beeinflussen. Da nach PDGF-BB-Infusion und im Verlauf einer Anti-Thy1.1 Nephritis eine 
subzelluläre Translokalisation von YB-1 aus dem Zellkern in das Zytoplasma beschrieben ist 
(van Roeyen, Eitner et al. 2005), sollte untersucht werden, ob dieses Phänomen auch in vitro 
auftritt. Da YB-1 normalerweise im Zytoplasma von proliferierenden rMC lokalisiert ist, 
konzentrierten wir uns auf Konstrukte, die nukleär lokalisiert sind (GFP-markiert: P 250-272, 
P 185-194, dsRed-markiert: P 276-292). Die Translokalisation von YB-1 aus dem Nukleus in 
das Zytoplasma konnte allerdings bei keinem der getesteten Konstrukte nach Stimulation mit 
PDGF-BB in rMC, Mausfibroblasten und HeLa Zellen beobachtet werden.  
Umgekehrt sollte auch der stimulationsabhängige Import in den Nukleus untersucht werden. 
Hierfür wurden Stimulationsversuche mit Thrombin, Deferroxamin (Hypoxie-Induktion), 
Aldosteron und Angiotensin II durchgeführt. In Anlehnung an den oben beschriebenen 
PDGF-BB Versuch fiel auf, dass weder bei rMC noch bei Fibroblasten eine Translokation 
von YB-1-GFP erzielt werden konnte. Allerdings konnte mit allen vier Stimulantien eine 
nukleäre Translokation von Volllängen-YB-1-GFP in HeLa-Zellen beobachtet werden. 
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Interessanterweise ließ sich diese Translokation in den HeLa-Zellen mit keinem 
Deletionskonstrukt nachvollziehen. Selbst die nahezu das gesamte YB-1 Protein umfassenden 
GFP-Fusionsproteine P 21-317 und P 21-262 reagierten nicht mit Translokation nach 
Stimulation. Dies könnte einerseits darin begründet sein, dass die N-terminalen Aminosäuren 
essentiell sind, oder dass nach Stimulation nur das Volllängen-YB-1 mit einer Translokation 
reagieren kann. Folgende Beobachtung, allerdings in Bezug auf die Transkriptionsaktivität 
von YB-1, machten Stenina et al. 2001. Sie stellten fest, dass ein 205 AS umfassendes YB-1 
Deletionskonstrukt die Transkription des PDGF-B Promotors um ein fünffaches aktiviert, 
während ein zwei Aminosäuren längeres Deletionskonstrukt zu keiner Aktivitätssteigerung 
führte (Stenina, Shaneyfelt et al. 2001). 
Im Falle von P 52-101 ist neben der Konformation auch die Bindung an Aktin im Zytoplasma 
als Begründung für eine ausbleibende Reaktion auf Stimulation möglich. Dass nur das 
Volllängen-YB-1 nach Stimulation transloziert, erklärt weiterhin, dass die 
Stimulationsversuche mit PDGF-BB keinen Effekt zeigten. Die Tatsache, dass nur in 
humanen Zervixkarzinomzellen (HeLa Zellen) ein Translokationseffekt beobachtet wurde, 
könnte dadurch erklärbar sein, dass die immortalisierten Fibroblasten und 
Rattenmesangialzellen keine entsprechenden Rezeptoren besitzen. Der Western Blot zu den 
Aldosteron- und Angiotensin II-Stimulationsversuchen zeigt, dass ein C-terminales 
Spaltprodukt nach Stimulation entsteht, das im Zellkern nachweisbar ist. Es ist möglich, dass 
es sich bei diesem Fragment um das nach Proteasomspaltung entstandene aktive Fragment 
handelt, was von Sorokin et al. beschrieben wurde. Die ausbleibende Translokation der 
Deletionskonstrukte in den Stimulationsversuchen verdeutlicht, dass diese Spaltung nur im 
Volllängen-YB-1 erfolgen kann. Wahrscheinlich ist in den Deletionskonstrukten die 
Spaltstelle bedingt durch die veränderte dreidimensionale Struktur verdeckt, weshalb die 
Translokation in den Nukleus nach Stimulation ausbleibt. 
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5. Zusammenfassung 
Das Y-box Protein-1 besitzt viele unterschiedliche Funktionen. Es bindet sowohl DNA als 
auch RNA und beeinflusst die Transkription als auch die Translation. YB-1 besteht aus drei 
Domänen: einer N-terminalen Glycin-reichen Sequenz, der cold shock Domäne (CSD) und 
der C-terminal gelegenen Region, die alternierende saure und basische Aminosäuren enthält 
und an einer Reihe von Protein-Protein-Interaktionen teilnimmt. Um diese Vielzahl an 
Funktionen wahrzunehmen, muss YB-1 zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma 
shutteln. In immortalisierten und proliferierenden Zellen weist YB-1 eine zytoplasmatische 
Lokalisation auf. Nach Stimulation mit zytotoxischen Reagentien, unter Hyperthermie oder 
nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht findet eine Translokation in den Zellkern statt. 
Ferner deutet eine nukleäre YB-1 Anreicherung in Tumorzellen in verschiedenen Studien auf 
eine schlechte Prognose und Metastasenbildung hin. In der Anti-Thy1.1 Nephritis, einem 
Modell für eine entzündliche Nierenerkrankung, kommt es im Krankheitsverlauf zu einer 
zytoplasmatischen YB-1 Anreicherung, die mit dem Gipfel der mesangialen Zellproliferation 
und Aktivität zwischen Tag vier und sechs korreliert. Ab dem neunten Tag bis hin zur 
kompletten Restitution findet eine Relokalisation in den Nukleus statt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die subzelluläre Lokalisation von YB-1 Proteindomänen in 
unterschiedlichen Zelllinien mit Hilfe verschiedener Deletionskonstrukte als auch nach 
Stimulation untersucht, um nukleäre Import- und Exportsequenzen zu kartieren. 
So wurde in Mutationsstudien zu der bipartiten NLS 276-292 gezeigt, dass nur bei 
gleichzeitigem Vorhandensein beider NLS-Teilmotive eine nukleäre Lokalisation vorliegt, 
während die Länge der Zwischensequenz, als auch das Vorhandensein der Tyrosine keinen 
Einfluss auf die nukleäre Lokalisation hat. Sorokin et al. beschrieben, dass YB-1 an der AS 
220 durch das 20S Proteasom gespalten wird (Sorokin, Selyutina et al. 2005). Wir konnten 
zeigen, dass das so entstandene C-terminale Spaltprodukt P 220-317 (i) wahrscheinlich über 
die bipartie NLS 276-292 vermittelt in den Zellkern transloziert, (ii) dort die Gentranskription 
des MMP-2 Promotors stimuliert, wie es auch für das Volllängen-YB-1 beschrieben wurde 
und (iii) autoinhibitorisch auf die Transkriptionsregulation des Volllängen-YB-1 Proteins 
einwirkt. Dies deutet darauf hin, dass YB-1 durch die Spaltung weitere Funktionen erhält.  
Ferner stellte sich heraus, dass YB-1 eine CRS zwischen Aminosäure 52-101 enthält, 
während keine NES identifiziert werden konnte.  
Im nächsten Teil der Arbeit, der sich auf die Beeinflussung der YB-1 Lokalisation nach 
Stimulation bezog, konnte gezeigt werden, dass nur das Volllängen-YB-1 ausschließlich im 
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Tumorzellmodell (HeLa Zellen) mit einer Translokation in den Nukleus nach Stimulation mit 
Thrombin, Deferroxamin, Aldosteron und Angiotensin II reagiert. 
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7. Anhang 
7.1 Grundlegende Methoden 
7.1.1 Methoden für Bakterien  
Antibiotika-Lösungen: 
 
 Stammlösung Endkonzentration Firma 
Ampicillin  100 mg/ml (H2O) 100 µg/ml  
LB-Medium 
Sigma 
Kanamycin 25 mg/ml (H2O) 25 µl/ml LB-Medium Sigma 
 
Die Antibiotikastammlösungen werden bei –20°C aufbewahrt. 
 
Kultivierung von E.coli erfolgte in LB-Medium oder auf Agarplatten: 
   
LB-Medium (pro Liter): 
10 g Natriumchlorid 
5 g Hefeextrakt 
10 g Peptone 
 
LB-Agarplatten: 
1  % (w/v) Pepton 
0,5  % (w/v) Hefeextrakt 
0,5  % (w/v) NaCl 
1,2  %  Agar 
500  µl  Kanamycin 
 
Lagerung von Bakterienkulturen 
Von einer Bakterienkultur werden 800 µl in ein Eppendorfgefäß überführt. Hinzu kommen 
200 µl 100% iges Glycerols. Die Bakterienstöcke werden bei –70°C gelagert. 
 
7.1.2 Methoden für DNA 
Restriktionsspaltung 
Doppelsträngige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen an definierten Stellen geschnitten 
werden. Die Restriktionsspaltung wird für folgende Zwecke eingesetzt: 
• Überprüfung von Plasmiden nach Vervielfältigung  
• Klonierung von Fragmenten in Vektoren. 
Ein Restriktionsansatz hängt von der Menge der eingesetzten DNA und Endonukleasen sowie der 
anschließenden Weiterverarbeitung der DNA ab. Grundsätzlich gelten die nachfolgenden 
Bedingungen: 
• Die Menge der eingesetzten Enzyme sollte möglichst gering sein, um eine hohe 
Glycerinmenge im Reaktionsansatz zu vermeiden. 
• Der One-Phor-All Puffer ist 10fach konzentriert, er liegt im Reaktionsansatz 1:3 verdünnt vor. 
• Die Ansätze werden bei 37° für 1 Std. für inkubiert. 
• Der Reaktionsstop erfolgt mittels Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 65°C, oder durch Zugabe 
des Laufpuffers. 
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Ligation 
Die Ligation dient der Einfügung eines DNA-Fragmentes in einen linearisierten Vektor. Bei der 
Ligation werden DNA-Fragmente durch das bakterielle Enzym T4-Ligase verbunden, indem das 
Enzym unter ATP-Verbrauch Phophordiesterbindungen zwischen Nukleotiden herstellt. 
Das Reaktionsgemisch mit einem üblichen Volumen von 10 µl wird auf Eis angesetzt. Der 
Ligationsansatz wir über Nacht bei 16°C inkubiert oder für 2 Stunden bei 23°C und am nächsten Tag 
vollständig in die Transformation eingesetzt. 
 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (Saiki et al., 1985) stellt ein hochsensitives Verfahren zur 
Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die hitzestabile DNA-abhängige DNA-Polymerase 
thermophiler Bakterien dar. Das zu amplifizierende Fragment wird durch den Einsatz von 
Oligonukleotiden (primer) flankiert. Diese Oligonukleotide sind komplementär zur 5’-3’-Sequenz der 
jeweiligen DNA-Einzelstränge. Die im Reaktionsansatz vorhandene doppelsträngige DNA wird durch 
Erhitzen in zwei Einzelstränge aufgetrennt (Denaturieren). Beim Abkühlen binden nun die im 
Überschuß vorhandenenen primer an die für sie komplementäre Sequenz (annealen). Die an den 
Einzelstrang gebundenen primer sind ein Ansatzpunkt für die DNA-abhängige DNA-Polymerase, die 
nun entlang der DNA-Matrize den komplementären Strang synthetisiert. Über eine mehrmalige (in der 
Regel 25- bis 30fache) Wiederholung wird so der Bereich zwischen den Primern amplifiziert. Der 
PCR-Ansatz wird auf Eis angesetzt, kurz herunterzentrifugiert und anschließend in die PCR-Maschine 
gestellt. Die fakultative Zugabe von Salzen (GC-melt, DMSO) erleichtert die Denaturierung von 
DNA-Fragmenten mit hohem GC-Anteil (zum Beispiel die kodierende Sequenz von YB-1), welche 
auf Grund der drei Wasserstoffbrückenbindungen besonders stabil sind. In der Regel wird bei jeder 
PCR eine Negativkontrolle angesetzt, bei der anstelle der DNA nur Wasser eingesetzt wird, um eine 
eventuelle Verunreinigung des Ansatzes mit DNA auszuschließen. 
 
Sequenzierung 
Die Bestimmung der Nukleotidsequenz erfolgte über einen komerziellen Anbieter (MWG-Biotech AG, 
Ebersberg). Dazu werden 2 µg der zu bestimmenden DNA in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß 
präzipitiert. Die Sequenzierung erfolgte mit Plasmidspezifischen Primern.  
 
Agarose-Gel 
Die Auftrennung von DNA zur Visualisierung und Größenüberprüfung erfolgt mittels Agarose-Gelen. 
In dem benötigten Volumen TAE-Puffer wird je nach aufzutrennender DNA-Größe eine 
entsprechende Menge Agarose durch Erhitzen in der Mikrowelle aufgelöst, bis keine Schlieren oder 
Blasen mehr in der Flüssigkeit sichtbar sind. Die Flüssigkeit wird bei Raumtemperatur bis zu einer 
Temperatur von etwa 50°C heruntergekühlt. Jetzt werden 50 ng/ml Ethidiumbromid hinzugegeben. 
Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und ermöglicht so eine Visualisierung im UV-Licht. Die 
Flüssigkeit wird in eine entsprechend vorbereitete Flachbettgelkammer (mit einem Kamm für die zu 
beladenden Taschen) gegossen. Nach dem Aushärten wird der Platzhalter entfernt und das Gel in einer 
Laufkammer mit TAE-Puffer überschichtet. Die DNA-Proben werden mit 5 x Stopppuffer versetzt 
und gegen einen Längenstandard (1 kb-ladder, 100 bp-ladder) bzw. einen Mengenstandard (Smart 
ladder SF) aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgt mittels einer anliegenden Spannung 
von etwa 80 V für etwa 1 h. Das benötigte Gel-Volumen richtet sich nach der Größe der Gelkammer 
und den aufzutragenden Proben. Die Agarosekonzentration richtet sich nach der Größe der 
aufzutrennenden DNA-Fragmente. Sie liegt zwischen 0,7 % (w/v) für sehr große und 2-3 % (w/v) für 
sehr kleine Fragmente. 
 
DNA-Aufreinigung aus Agarose-Gelen 
Die Aufreinigung der DNA aus Agarose-Gelen erfolgt mit einem fertigen Kit der Firma QIAgen, 
Hilden (QIAgen Gel Extraktion ™). 
Die entsprechende Bande wird aus einem Agarose-Gel unter UV-Beleuchtung vorsichtig und genau 
herausgeschnitten, in ein Eppendorfgefäß überführt und gewogen. Die weitere Aufbereitung und 
Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgt nach Angaben des Herstellers. 
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DNA-Fällung 
Die DNA-Fällung erfolgt mittels Na-Acetat und Ethanol. Hierzu wird einer bestimmten DNA-Menge 
½ des Volumens 3 M Na-Acetat-Lösung (pH 5.2) zugeführt und nach kurzem Vortexen mit dem 2 ½-
fachen der DNA-Menge eiskaltem, hochreinem 100 %igem Ethanol versetzt. Das Präzipitieren der 
DNA erfolgt bei -20°C über Nacht (erforderlich bei linearer DNA) oder für mindestens 60 min. bei –
80°C. Die präzipitierte DNA wird 30 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert, die Pellets mit 70 
% Ethanol gewaschen, weitere 15 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert und bei 37 °C getrocknet. Das 
getrocknete Pellet wird in Aqua dest. oder EB-Puffer je nach Bedarf aufgenommen. 
 
Plasmidgewinnung 
Die Plasmidamplifikation erfolgt in Bakterien, die unter Zugabe eines selektionierenden 
Antibiotikums angezüchtet werden. Je nach benötigter Plasmidmenge werden zwei verschiedene 
Plasmidaufreinigungen gewählt: Miniprep (QIAprep™ Spin Mini Kit) für 10-25 µg DNA bzw 
Maxiprep (QIAprep™ Maxi Kit / Jet Star) für 250-500 µg DNA. Diese Kits wurde jeweils nach den 
Angabe des Herstellers verwendet. 
 
Absorptionsmessung 
Zur Konzentrationsbestimmung der gelösten Nukleinsäuren wurde eine spektralphotometrische 
Messung durchgeführt. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm in einer 
Quarzküvette gemessen. Legt man ein durchschnittliches Molekulargewicht der Nukleotide von 350 
g/mol zugrunde, ergibt sich nach Parish (1972): 
 
 OD260= 1 entspricht: 50 µg dsDNA/ml 
40 µg ssDNA/ml 
    40 µg RNA/ml 
    20 µg Oligonukleotid/ml 
 
Rückschlüsse auf die Reinheit der DNA konnten gezogen werden, indem der Quotient aus 
OD260/OD280 ermittelt wurde. Bei einer Wellenlänge von 280 nm besitzen Proteine die höchste 
Absorption. Besonders reine Nukleinsäuren liegen zwischen einem Quotienten von 1,8 bis 2,0. 
 
7.1.3 Methoden für Proteine 
Proteinbestimmung 
Die Proteinbestimmung wurde mit dem Kit BC Assay UP 40840 A (Uptima, interchim) im 
Zweifachansatz in einer 96 Loch Platte durchgeführt. Es wurde eine Verdünnungsreihe des Standards 
hergestellt. Von den Proben wurden unverdünnt 10 μl und anschließend eine 1:5 Verdünnung 
eingesetzt. Schließlich wurden die Substanzen A und B in einer 50:1 Verdünnung zu den Proben 
pippetiert (je 200 μl pro well) und bei 37 °C für 30 min. inkubiert. Anschließend wurde die 
Proteinbestimmung mit dem Programm "biolinx" des ELISA Readers vorgenommen. 
 
7.2. Anmerkung 
Alle verwendeten dsRed markierten Konstrukte wurden von Sandra Martinkus hergestellt und 
bezüglich ihrer Lokalisation ausgewertet. In der vorliegen Arbeit wurden lediglich das dsRed-
markierte Konstrukt NLS 276-292, das nicht mit GFP tag zu klonieren war, als Kontrolle zur 
Mutationsstudie und in dem PDFG-BB Stimulationsversuch verwand. 
Ferner sind folgende GFP-markierten Konstrukte von Sandra Martinkus entworfen und untersucht 
worden: P 21-317,   P 21-147,   P 146-317,   P 146-225,   P 224-317,   P 146-172,   P 149-156,   P 149-156 
 P 172-225,   P 224-262,   P 260-317,   P 242-292,   P 146-262,   P 21-262 
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7.3 Abkürzungen 
A, Ala Alanin 
ABE1 Anionenbindungdomäne 
ACE Angiotensin-converting enzyme 
AP-2 Aktivierendes Protein-2 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
ARM Arginin rich motif: Arginin-reiches Motiv 
AS Aminosäure 
ATP Adenosin-tri-phosphat 
bp Basenpaar 
BSA Bovine serum albumine: Rinderalbumin 
C, Cys Cystein 
cAMP Cylisches Adenosin-mono-Phosphat 
°C Grad Celsius 
Cap-Sequenz Modifiziertes 5`-Ende der mRNA (Cap : Kopf) 
CAS Cellular apoptosis susceptibility protein 
CD Cluster of differentiation 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
cDNA Complementary DNA 
CDK cyclin dependent kinase 
c-erb Protooncogen 
CFP Cyan fluorescent protein 
c-myc Cellular myelocytomatosis oncogene 
CRM1 Cysteine rich motoneuron protein 1 
CRS Cytoplasmatic Retention Side, cytoplasmatische retentionsdomäna 
CS Cold shock: Kälteschock 
CSD Cold shock Domäne: Kälteschockdomäne 
Csp Cold shock protein: Kälteschockprotein 
CTCF  multivalentes Zink-Finger Protein 
dbpB DNA binding protein B, DNA bindendes Protein 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
DNA Desoxyribonuclein acid: Desoxyribonukleinsäure 
dsDNA Doublestranded DNA 
dsRed Doublestranded Red, rot floureszierender tag 
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E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGFP Enhanced green flourescent protein 
EGFR Epidermal growth factor receptor: Epidermaler Wachstumsfakto Rezeptor 
eIF-4G,-3a Eukaryotic translation Initiation Factor-4γ, -3a 
ErbB2 = HER2/neu :Human eidermal groeth factor receptor 2 
ERK Extracellular signal regulated kinase, extrazellulär signalregulierte Kinase 
ESE Exonic splicing enhancer: Spleiß-regulierende Sequenz im Exon 
F, Phe Phenylalanin 
FBX33 F-Box Protein 33  
FCS Fetal calf serum: fetales Kälberserum (FKS) 
FRGY frog YB-1  
G, Gly Glycin 
g Gramm  
g Erdanziehungskraft 
GC Glycin-Cystein 
GDP Guanidin-di-phosphat 
GFP green fluorescent protein 
GM-CSF-Gen 
 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor: Granulozyten- und 
Makrophagenkolonien stimulierender Faktor 
grp General resitence protein: Generelles Resistenz-Gen 
GTP Guanidin-tri-phosphat 
h Hour, Stunde 
H, His Histidin 
HeLa Henrietta Lanks, humanes Cervixcarzinom Zellen 
HeNe-Laser Helium Neon Laser 
HIF-1 hypoxia-inducible factor 1  
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HLA Human leucocytes’ antigene: Humanes Leukozyten-Antigen 
HMEC Humane Brustepithelienzellen 
hPFB Human pulmonary fibroblasts, humanen Lungenfibroblasten  
hnRNP  Heterogenes nukleäres Ribonukleoprotein 
HRP-linked Horse-raddish peroxidase , Meerrettich 
HTLV Human T-cell lymphotropic virus type: humaner T-Zell lymphotropes Virus Typ  
IBB Importin β Bindungsdomäne 
IFN Interferon 
IgG Immunglobulin G 
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IL Interleukin 
I-κB Inhibitor of κB 
JC-
Polyomavirus 
John F. Cunningham Polyomavirus 
K, Lys Lysin 
Kap β Kariopherin (importin) 
kb Kilobasen 
KDa, kd Kilo Dalton 
Kip/Cip Kip: kinase inhibitor protein, Cip: CDK inhibitor protein 
Kip/Cip Familie: CDK inhibitor proteins  
L, Leu Leucin 
LB Luria Bertani 
LMB Leptomycin B 
LSM Laser-Scanning Microskop 
M Molar 
M, Met Methionin 
M9 38 AS umfassender C-Terminus des Proteins HNRPA1, auch genannt Importin β2 
MAP Kinase mitogen-activated protein kinase 
MDa Mega Dalton 
MDR-1 Multiple drug restistence gene 1 : Medikamenten-Resistenz-Gen 
MHC Major histocompability complex: Großer Histokompabilitätskomplex 
Min. Minute 
mM mili Molar 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
MRP-1 Multi drug resistance-associated Protein 
mRNA Messenger RNA 
Msn 5 Kariopherin 142 
MSY-1 Mouse Y-box protein 1 
NES Nukleäres Exportsignal 
NF-AT Nuclear factor of activated T cells 
NF-κB Nuclear Factor Kappa B 
NLS Nukleäres Importsignal 
nm nanometer 
nM Nano Molar 
ml mililiter 
Nm23-β Non-metastatic cells 
NPC Nuclear pore complex, nukleärer Poren Komplex 
NSCLC Non small cell lung cancer, Nicht-Klienzelliges Lungencarcinom 
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NTF-2 Nuclear transport factor 2 
OD Optical densitiy 
OPA-Puffer One-Phor-All-Puffer 
P, Pro Prolin 
p53 Protein 53  kDa 
PAR proteinase-activated receptors  
PBS Phosphate buffered saline, Gepufferte Kochsalzlösung 
PBS-CM PBS mit Calciumchlorid und Magnesiumchlorid 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
PDGF Platelet derived growth factor: Plättchen-Wachstumsfaktor 
pH Potentia hydrogenii, Stärke des Wasserstoffs 
Phe Phenylalanin 
Pho4 Phosphate transporter family 4 
PKI Proteinkinaseinhibitor 
pmol Piko mol 
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 
Psel/Kap 121 Receptor importin P 3/Kariopherin 121 
PTHrP Parathyroidhormon related protein, PTH verwandtes Protein 
PTP1B Protein-Tyrosine Phosphatase 1B 
Pur α, β Purine-rich element-binding protein α, β 
R Arginin 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
Ral Ras-like Protein 
RanBP1/2 Ran binding protein 1/2 
RanGAP Ran GTP activating protei, GTPase aktivierendes Protein 
RanGEF Ran guanine nucleotide exchange factor 
RANTES regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted 
RB Rainbow-Marker, Längenstandart 
RE-1 RE-1 element-1 (MMP2, Ratte) 
RelA NF-κB 
rMC Rattenmesangialzellen 
RNA Ribonuclein acid: Ribonukleinsäure 
RNP Ribonukleinprotein-Motiv/ RNA-Bindungsmotiv 
Rpm  Rotations per minute: Rotationen pro Minute 
RSV Rous-Sarkom-Virus 
S, Ser Serin  
Sam68 Src activated during mitosis 
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SDS Natriumlaurylsulfat 
SELEX Systematic evolution of ligands by exponential enrichment 
Smad7 Mothers against dipeptidylpeptidase homolog 7 
SOB Super optimal broth 
SOC SOB + Glucose 
SSC standard saline citrate 
ssDNA Single stranded DNA 
SREBP Sterol regulated elementbinding protein 
SRp30c  Serin-reicher Spleiß-Faktor 
SV40 Simian Virus 40 
T, Thr Threonin 
TAE Tris Acetate-EDTA 
TAQ Thermus aquaticus 
TE Tris EDTA 
TGF-β Transforming growth factor-β: Transformierender Wachstumsfaktor 
TLS translocation liposarcoma protein: Liposarkom-Translokationsprotein 
TRITC Tetramethylrhodamine B isothiocyanate 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
Tris HCl Tris-(hydroxmethyl)-aminoethan 
TRN1 Human nuclear import receptor transportin 1 
TTBS Tris-Tween-Buffered-Saline  
U/ml Units pro Milliliter 
UTR Untranslatierte Region (bei der mRNA) 
UV Ultraviolett 
V Volt 
V, Val Valin 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
v-Jun Virales Jun 
Vpr Human immunodeficiency virus 
v/v Volumen/volumen (Volumenprozent) 
w/v Gewicht/Volume (Gewichtprozent) 
WT Widtyp 
X g Vielfaches der Erdbeschleunigung 
Y, Tyr Tyrosin 
YB-1 Y-box bindendes Protein-1  
ZO-1 Zonula occludens Protein-1 
ZONAB ZO-1-associated nucleic acid-binding protein 
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